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COMPOSICIONES VACUNALES PARA EL CONTROL DE LA AMEBIASIS BASADAS 
EN LA PROTEfNA DE SUPERFICIE DE 1 12 kDa de Enta 
Sector Tecnico 

La presente invenci6n se relaciona con el campo de la inmunologia, especificamente con el 
5 desarrollo de metodos de control de la infection por Entamoeba histolytica, basados en vacunas. 

Tecnica Anterior 03 

m 

Entamoeba histolytica, protozoario de amplia distribuci6n mundial, es responsable de la tf) 
amibiasis humana. Se calcula que 10 % de la poblacion del planeta es portadora, aunque menos ^ 
del 1 % Uega a desarrollar la enfermedad (Walsh, J A. Prevalence of Entamoeba histolytica ^ 
10 infection. En: J. Ravdin, ed. Amebiasis: human infection by Entamoeba Histolytica. Nueva ^ 
YorK: Wiley Medical, 1988; 93-105). 55 



Un estimado realizado en 1984 indicaba la presencia de 500 millones de personas infectadas y, 



m 
o 



de ellas, 40 millones enfermas con colitis invasiva o abscesos extraintestinales. El numero de O 
muertes por esta causa fue, en ese ano, de 40 000 (Walsh, LA. Prevalence of Entamoeba -< 

15 histolytica infection. En: J. Ravdin, ed. Amebiasis: human infection by Entamoeba. Histolytica. 
Nueva YorK: Wiley Medical, 1988; 93-105). En un boletin emitido por la OMS 9 anos despues, 
se informaba que este microorganismo causaba anualmente mas de 100 mil muertes, ocupando el 
segundo lugar en la lista de mortalidad por protozoarios, precedido por el agente causal de la 
malaria (WHO. Amoebiasis. WHO Weekly Epidemiology Record 1997; 72: 97-100.). Esto 

20 evidencia, por una parte, el creciente y grave problema de salud que representa la amibiasis para 
la humanidad y por otra, lo insuficientes que han resultado las medidas para su control. 
La distribution geografica de esta parasitosis no es exclusiva de las regiones tropicales; ha sido 
1 encontrada en todos los climas, incluyendo las regiones subpolares (Salata, R.A., Ravdin, J.I. 
Inmunoprofilaxis. En: J. Ravdin, ed. Amebiasis: human infection by Entamoeba Histolytica. 

25 Nueva YorK: Wiley Medical, 1988; 785-801). Sin embargo, debido a la trasmision fecal-oral de 
la amiba, las zonas de mayor incidencia en el planeta se corresponden con las de menor 
desarrollo socioecondmico. La ausencia de medidas sanitarias, la miseria y la ignorancia 
explican el comportamiento endemico que presenta esta enfermedad. (Caballero Salcedo A., 
Viveros Rogel M, Salvatierra B, Tapia Conyer R, Sepulveda Amor J, Gutierrez G y Ortiz Ortiz 

30 L. Seroepidemiology of Amebiasis in Mexico. Am J Trop Med Hyg 1994; 50: 412-419). Por 
ejemplo en Mexico la amibiasis representa un grave problema de salud publica national. El 8.4% 
de la poblacion resulto seropositiva a antfgenos de Entamoeba histolytica, en un estudio 
realizado en 1994. (Caballero Salcedo A., Viveros Rogel M, Salvatierra B, Tapia Conyer R, 
Sepulveda Amor J, Gutierrez G y Ortiz Ortiz L. Seroepidemiology of Amebiasis in Mexico. Am 
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J Trop Med Hyg 1994; 50: 412-419). Para Cuba esta enfermedad no constituye un grave 
problema de salud se puede citar un estudio realizado en una Escuela Primaria de Ciudad de la 
Habana en el que se analizaron 425 ninos de los cuales solo 5 (1.1%) manifestaron infection con 
Entamoeba histolytica (Arencibia A. Y coloboradores. Parasitos intestinales en ninos que asisten 
a una Escuela Primaria Urbana de Ciudad de la Habana. Boletm Epidemiologico Semanal del 
IPK. 2001; vol. 11 No. 8.). En el ano 2000 se reportd un acumulado en todo el pais de 8 casos de 
disentena amibiana aguda lo que represents una tasa de 0.68 por cada 100 000 habitantes 
(Tablas: Enfermedades de Declaraci6n Obligatorias (EDO) Seleccionadas (Boletm 
Epidemiologico Semanal del IPK. 2001; vol. 11 No. 8.). 

El mecanismo patogenico de la amiba es un proceso complejo y multifactorial aun no 
comprendido en su totalidad. A pesar de esto, existe consenso entre los estudiosos del tema en 
que al menos 3 eventos son imprescindibles para la colonization del epitelio intestinal: (Petri 
WA, Ravdin JI. In vitro models of amebic patogenesis. En: J. Ravdin, ed. Amebiasis: human 
infection by Entamoeba. Histolytica. Nueva YorK: Wiley Medical, 1988; 191-204). 

1 . La adhesidn de los trofozoftos a la celula bianco. 

2. El efecto citopatico dependiente de contacto. 

3. La fagocitosis. 

La adhesion es un factor importante de virulencia para los microorganismos patogenos que les 
permite establecerse, reproducirse y colonizar los tejidos del huesped (RavdinJI. Pathogenesis of 
Amebiasis: An overview. En: J. Ravdin, ed. Amebiasis: human infection by Entamoeba 
Histolytica. Nueva YorK: Wiley Medical, 1988; 166-176). 

Las moldculas del pat6geno especializadas en establecer estos contactos espetificos con las 
celulas del hospedero se conocen con el nombre de adhesinas y algunas han sido caracterizadas. 
Entre ellas se encuentran: 

La lectina de 260 kDa. Esta lectina media la adherencia a mucinas del colon humano y a celulas 
epiteliales (Ravdin II, lohn IE, lohnston LI, Lines DI, Guerrant RL. Adherence of trofozoites to 
rat and human coloni mucosa. Infect Immun 1985; 48: 292-297). En la actualidad se cuenta con 
anticuerpos monoclonales dirigidos contra la amiba y capaces de bloquear la adhesi6n que 
reconocen a la lectina purificada (Petri WA Ir, Smith RD, Schlesinger PH, Murphy CF, Ravdin 
JI. Isolation of the galactosa binding lectin of Entamoeba histolytica J.Clin. Invest 1987; 80: 
1238-1244). La lectina de 220 kDa es una protema de membrana capaz de adherirse a celulas 
MDCK (h'nea celular aislada de rindn de perro (Madin Darby canine kidney cell)) y de 
hemaglutinar eritrocitos humanos. 
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La adhesina de 112 kDa fue identificada mediante el uso de mutantes deficientes en 
adhesion y de anticuerpos monoclonales. Estos anticuerpos inhiben la adherencia de los 
trofozoitos a eritrocitos y celulas epiteliales. Esta protema est& afectada en mutantes deficientes 
en adhesion (Arroyo R, Orozco E. Localization and identification of an Entamoeba histolytica 
5 adhesin. Mol Biochem Parasitol 1987; 23: 151-158). Recientemente se ha podido comprobar 
que es un heterodimero compuesto por un polipeptido de 78 kDa con funcion de adhesina y otro 
de 49 kDa con actividad de cistern proteasa (Garcia Rivera G, Rodriguez MA, Ocadiz R, 
Martmez-L6pez C, Arroyo R, Gonzalez Robles A, Orozco E. Entamoeba histolytica: a novel 
cystein protease and an adhesin form the 112 kDa surface protein. Molecular Microbiology 

10 1999; 33: 556-568). Tambien se conoce que anticuerpos monoclonales dirigidos contra la 
Lectina de 150 kDa, glicoproteina de superficie, son capaces de inhibir la adherencia de amibas a 
eritrocitos y a celulas CHO, asi como la eritrofagocitosis y la citotoxicidad en celulas CHO: 
(Cheng XJ, Tusukamoto H, Kaneda Y, Tachibana H. Identification of the 150 kDa surface 
antigen of Entamoeba histolytica as a galactose and N- acetyl-D galactosamine-inhitable lectin. 

15 Parasitol Res 1997; 84:632-639). 

E. histolytica es una de las celulas citotoxicas mas potentes conocidas. Debe su nombre 
precisamente, a la increible capacidad que tiene para destruir tejidos humanos. Ocasiona 
disruption de las barrera intestinal secretando enzimas proteoliticas y lisando celulas epiteliales e 
inflamatorias del huesped (Ravdin JL Entamoeba histolytica: from Adherence to Enteropahy. J. 

20 Infect Dis 1989; 159: 420-429). 

La mucosa intestinal es la barrera m&s importante contra microorganismos entericos y los 
anticuerpos IgA secretores juegan un papel central en la exclusidn de los patogenos de la 
superficie epitelial. Inmunoglobulinas de tipo A contra E. histolytica se han detectado en la 
secretion biliar, la leche materna, el calostro, la saliva y los fluidos intestinales (Ortiz Ortiz L, 

25 Mora N, Zambrano Villa SG, Carrero JC, Sanchez Zerpa M, Osuna A, Rosales Borges DM. 
Secretory immune response in patient with intestinal amoebiasis. Parasite immunol 1998; 20: 
503-507). No obstante, su papel en la protection inmune contra la infection amibiana aiin se 
investiga. 

Los esfuerzos hasta ahora acometidos no han dado frutos en la pr&ctica debido a que E. 
30 histolytica tiene la capacidad de evadir la inmovilizacion por anticuerpos (Calderon J, Munoz 
ML, Acosta HM. Surface redistribution and release of antibody-induced caps in Entamoeba. J 
Exp Med 1980; 151: 184-193), la lisis mediada por la via cl&sica del complemento, se 
desconocen importantes aspectos en la respuesta inmune protectora, como es el papel de las 
celuas del sistema inmune en dicha respuesta (Ravi W, Mithal S, Malavinya AN, Tandon BN. 
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Immunologic studies in amebic liver abscess.Trans R Soc Trop Med Hyg 1980; 74: 
300), ha influido tambidn las plasticidad del ADN de la amiba en la expresion de genes y 
factores del hospedero no bien estudiados. 

Por otra parte, estudios en modelos animales y en la clinica han aportado evidencias del papel 
5 central que representan los mecanismos de inmunidad mediada por celulas en la defensa del 
huesped contra la amiba. (Salata RA, Martinez Palomo A, Murphy CF, Canales L, Segovia E, 
Trevino N. Murray HW, Ravdin JI. Patients treated for amebic liver abscess develop cell- 
mediated immune responses effective in vitro against Entamoeba histolytica. J Immunol 1986b; 
136 :2633-2639; Schain DC, Salata RA, Ravdin JI.. Development of amebicidal cell mediated 

10 immunity in gerbils (Meriones unguiculatus) immunized with the the galactosa inhitable 
adherence lectin of Entamoeba histolytica. J Parasitol 1995; 81: 563- 568; Ghost PK, 
Castellanos Barba C, Ortiz Ortiz L. Intestinal amebiasis: cyclic suppression of the immune 
response. Parasitol Res 1995; 81: 205210 ; Alba-Hurtado F, Diaz Otero F, Valdivia G, Reyes R, 
Tsutsumi V, Acosta G. Cellular immune response of intracecal inoculated Mongolian gerbils 

15 with Entamoeba histolytica: trophozoites. Rev latinoam Microbiol 1999; 41: 205-210). Existen 
evidencias que demuestran que linfocitos T de pacientes curados de abscesos hepaticos 
amibianos presentan respuesta proliferativa especffica a antfgenos de E. histolytica y produccion 
de linfocinas (IL-2 e INFy) (Salata RA, Pearson RP, Murphy CF, Ravdin JI. Interaction of 
human leukocytes with Entamoeba histolytica: killing of virulent amebae by the activated 

20 macrophage: J.Clin. Invest 1985a; 76:491) y que al menos in vitro, inducen una actividad 
amebicida en los macr6fagos derivados de monocitos (Salata RA, Martinez Palomo A, Murphy 
CF, Canales L, Segovia E, Trevino N. Murray HW, Ravdin JI. Patients treated for amebic liver 
abscess develop cell-mediated immune responses effective in vitro against Entamoeba 
histolytica. J Immunol 1986b; 136 :2633-2639, Schain DC, Salata RA, Ravdin JI.. Human T 

25 lymphocyte proliferation, lymphokine production, and amebicidal activity elicited by the 
galactosa inhitable adherence protein of Entamoeba histolytica. Infect Immun 1992; 60:2143- 
2146) . 

Sin embargo no se han podido determinar los mecanismos por los que macrofagos activados y 
linfocitos T estimulados resisten frente al poder citolitico de las amibas. 
30 Es importante senalar que una activaci6n de la respuesta inapropiada puede exacerbar la 
enfermedad (Mosmann TR, Sad S. The expanding universe of T-cell subsets: Thl,Th2 and more. 
Immunol Today 1996; 17: 138-146). La produccion de IL-4, IL-10 y TGF|3 (respuesta Th2) 
puede inhibir la respuesta inmune a E. histolytica (Iin JY, Chadee K. Macrophage cytotoxicity 
against Entamoeba histolytica trofozoites is mediated by nitric oxide from L-arginine. J. 
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Immunol 1992; 148: 3999-4005). La PGE2 producida en fase temprana de la infecci6n por 
amibas (Wang W, Chadee K.. Entamoeba histolytica alters arachidonic acid metabolism in 
macrophages in vitro and in vivo. Immunology 1992; 76: 242-250), estimula la transcription de 
IL-4 y deprime la de IL-2, lo que pudiera explicar la inmunosupresion transitoria que se observa 
5 en esta fase. (Lacour M, Arrighi JF, Muller KM, Carlberg C, Sauret JH, Hauser C. cAMP up- 
regulates BL-4 and EL-5 production from activated CD4+ T cell while decreasing EL-2 release 
and NF-AT induction. Int. Immunol 1994; 6:1333-1343). 

Teniendo en cuenta que el humano es el unico hospedero relevante para E. histolytica, se ha 
sugerido que un programa de vacunaci6n efectivo podria erradicar la amibiasis (Stanley SL. 

10 Progress toward and amebiasis vaccine. Parasitology Today. 1996; 12: 7-14). Es por ello que las 
proteinas del par£sito con un papel crucial en la patogenia de la enfermedad, especialmente las 
involucradas en adhesion (Kobiler D, Mirelman D. Lectin activity in Entamoeba histolytica 
trofozoites. Infect. Immun 1980; 29: 221-225; Zhang T, Cieslak PR, Stanley SL. Protection of 
gerbils from amebic liver abscess by immunization with a recombinant Entamoeba histolytica 

15 antigen. Infect Immun 1994a; 62: 1166-1170; Dodson MJ, Lenkowski PJ Jr, Eubanks AC, 
Jackson TFGH, NapodanoJ, Leyerly DM,.Lockhart LA, Mann BJ, Petri WA. Infection and 
Immunity mediated by the carbohidrant recognition domain of the Entamoeba histolytica Gal- 
GalNac lectin. / Infect Dis 1999; 179: 460-466), han despertado un interes adicional para su uso 
como candidates vacunales. 

20 Una de las moleculas de superficie mejor caracterizadas para este fin es el heterodimero de la 
lectina especifica de galactosa y N-acetil D galactosamina (260 kDa). La subunidad de 170 kDa 
ha resultado la de mayor interes desde el punto de vista inmunologico, habiendose reportado 
protection en modelos animales despues de la administration de la protefna natural, 
recombinante, peptidos derivados de la misma y vacunas de ADN por distintas vias (Lotter H, 

25 Khajawa F; Stanley SL Jr; Tannich E.. Protection of gerbils from amebic liver abscess by 
vaccination with a 25-mer peptide derived from the cysteine-rich region of Entamoeba 
histolytica galactose-specific adherence lectin. Infect. Immun 2000, 68:4416-4421), (Kelsall BL, 
Ravdin, J.I. Immunization of rats with 260-kilodalton Entamoeba histolytica galactose inhitable 
lectin elicits an intestinal secretory immunoglobulin A response that has in vitro adherence 

30 inhibitory activity. Infect Immun 1995; 63: 686-689), (Dodson MJ, Lenkowski PJ Jr, Eubanks 
AC, Jackson TFGH, NapodanoJ, Leyerly DM, Lockhart LA, Mann BJ, Petri WA. Infection and 
Immunity mediated by the carbohidrant recognition domain of the Entamoeba histolytica Gal- 
GalNac lectin. J Infect Dis 1999; 179: 460^66), (Lotter H, Zhang T, Seydel KB, Stanley SL Jr; 
Tannich E.. Identification of an epitope on the Entamoeba histolytica 170 kDa lectin conferring 
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antibody-mediated proteccion against invasive amebiasis. J Exp Med 1997; 185: 1793-1803), 
(Zhang T, Cieslak PR, Stanley SL. Protection of gerbils from amebic liver abscess by 
immunization with a recombinant Entamoeba histolytica antigen. Infect Immun 1994a; 62: 1166- 
1170), (Mann BJ, col Neutralizing monoclonal antibody epitopes of Entamoeba histolytica 
5 galactose adhesin map to the cystein rich extracelular domain of the 170 kDa subunit. Infect 
Immun 1993; 61: 1772-1778), (Zhang T, col. Use of a recombinant 170 kDa surface Ag of 
Entamoeba histolytica for serodiagnosis of amebiasis and identification of immunodominant 
domain of the native molecule J. Clin. Microbiol 1992; 30: 2788-2792), (Schain DC, Salata RA, 
Ravdin JL. Development of amebicidal cell mediated immunity in gerbils {Meriones 

10 unguiculatus) immunized with the the galactosa inhitable adherence lectin of Entamoeba 
histolytica. J Parasitol 1995; 81: 563- 568), Petri WA, Ravdin JL Proteccion of gerbils from 
amebic liver abscess by immunization with the galactosa-specific adherence lectin of Entamoeba 
histolytica Infect Immun 1991; 59: 97-101), (Schain DC, Salata RA, Ravdin JL. Human T 
lymphocyte proliferation, lymphokine production, and amebicidal activity elicited by the 

15 galactosa inhitable adherence protein of Entamoeba histolytica. Infect Immun 1992; 60:2143- 
2146), (Gaucher y Chadee 2000). 

Otra de las protemas de membrana mas estudiadas es la protema rica en serina de E. histolytica 
(SREHP) despues de la inmunizacion de animales de experimentation con esta protema, 
peptidos constituyentes de la misma, en forma de vacuna de ADN y expresada en vectores vivos 

20 atenuados como S. typhi y V. cholerae, se ha demostrado una proteccion variable. (Zhang T, 
Stanley SL. Oral immunization with and attenuated vaccine strain of Salmonella thyphimurium 
expressing the serine rich Entamoeba histolytica protein induces an antiamebic immune 
response and protect gerbils from amebic liver abscess. Infect Immun 1996; 64 :1526.-1531), 
(Ryan ET, Butterton JR, Zhang T, Baker MA, Stanley SL, y Calderwood, SB. Oral 

25 immunization with attenuated vaccine strain of Vibrio cholerae expressing a dodecapeptide 
repeat of the serine rich Entamoeba histolytica protein fused to the cholerae toxin B subunit 
induces systemic and mucosal antiamebic and anti-V. cholerae antibodies responses in mice. 
Infect Immune 1991 \ 65: 3118-3125), (Zhang T, Li E, Stanley SL. Oral immunization with the 
dodecapeptide repeat of the serine rich Entamoeba histolytica protein (SREHP) fused to the 

30 cholera toxin B subunit induces a mucosal and systemic anti-SREHP antibody response. Infect 
Immun 1995; 63: 1349-1355), (Zhang T, Cieslak PR, Foster L, Kunz Jenkins C, Stanley SL. 
Antibodies to the serine rich Entamoeba histolytica protein (SREHP) prevent amebic liver 
abscess in severe combined immunodeficient (SCID) mice. Parasite Immunol 1994c;16: 225- 
230). (Zhang T, Cieslak PR, Stanley SL. Protection of gerbils from amebic liver abscess by 
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immunization with a recombinant Entamoeba histolytica antigen. Infect Immun 1994a; 62: 
1166-1170), (Zhang T, Stanley SL.. DNA vaccination with de serine rich Entamoeba histolytica 
protein (SREHP) prevents amebic liver abscess in rodent models of disease. Vaccine. 2000; 18: 
868-874). 

5 La lectina de 220 kDa es una proteina de membrana que es reconocida, en mas del 60% de los 
casos estudiados, por el suero de pacientes convalecientes absceso hepatico amibiano (Meza, 
1989). Con el interes de conocer su inmunogenicidad, ratones BALB/c se inmunizaron 
subcutaneamente con la proteina nativa, una recombinate y peptidos de esta ultima obtenidos por 
tratamientos con urea-N chlorosuccinamidato. En los animales inmunizados se demostro un 

10 estado de proteccion frente al reto intrahepdtico (Martinez Gomez P, Perez Carrillo VL, Talamas 
Rohana P. Preliminary study of 220 kDa Lectin elicit immune response in hamster: possible 
vaccine candidate Arch Med Res 1997; 28: S267-S268), (Talam&s Rohana P, Schilie Guzman 
MA, Hernandez Ramirez VI, Rosales Encina JL. T-cell suppression and selective in vivo 
activation of TH2 subpopulation by the Entamoeba histolytica 220 kDa lectin. Infect Immune 

15 1995 ; 63: 3953) 

Otra proteina interesante como bianco en el diseno de vacunas es una rica en cistema de 29/30 
kDa. La secuencia codificante de esta proteina se determino en (Torian BE, Flores BM, Stoeher 
VL, Hagen FS, Stamm WE. CDNA sequence analysis of a 29 kDa cysteine-rich surface antigen 
of pathogenic Entamoeba histolytica. Proc Natl Acad Sci USA 1990; 87: 6335-6362). 

20 Subsecuentemente, este antfgeno fue identificado en la cepa HM1-IMSS (Tachinaba H, Ihrara S, 
Kobayashi S, Kaneda Y, Takechi T, Watanabe T. Differences in genomic DNA sequences 
between pathogenic and nonpathogenic isolates of Entamoeba histolytica identified by 
polimerase chain reaction. / Clin Microbiol 1991; 29: 2234-2239) y su caracterizacidn molecular 
mostro que posee un inusual dominio de 18 aminoacidos rico en cisteina (Bruchhaus I, 

25 TannichE. Analysis of the genomic sequence encoding the 29 kDa cysteine rich protein of 
Entamoeba histolytica. Trop Med Parasitol 1993; 44: 116-118). Se ha demostrado que dicha 
protema es inmunogenica, pues m£s del 80% del suero de pacientes con absceso hepitico 
amibiano la reconocieron (Flores B M, Reed SL, Ravdin JI, Torian B.E. Serological reactivities 
to purified recombinant and native 29 kDa peripherial membrane protein of pathogenic 

30 Entamoeba histolytica. J Clin Microbiol 1993; 31: 1403-1407). Despues de inmunizar animales 
con esta proteina se demostro un 70 % de proteccion en un modelo de absceso intrahepatic 
(Soong CJG, Torian BE, Abd Alia MD, Jackson TFHG, Gatharim V, Ravdin JI. Protection of 
gerbils from amebic liver abscess by immunization with recombinant Entamoeba histolytica 29 
ldlodalton antigen. Infect Immun 1995; 63: 472-477). 
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Sin embargo todas las vacunas experimentales anteriores se basan en la inmunizaci6n con solo 
un antfgeno constituyente del pardsito (adhesinas), lo cual limita su efectividad, ya que la amiba 
es un parasito complejo con gran cantidad de adhesinas y otras proteinas asociadas con su 
patogenicidad y virulencia, por lo que preparados vacunales basados en solo un componente 
5 seran insuficientes para controlar la infeccion y sus consecuencias, debiendose por lo tanto 
desarrollar vacunas que contengan mas de un determinante de virulencia con el objetivo de 
inhibir simultaneamente varios de los mecanismos de agresion del pardsito. Por otro lado, el uso 
de vacunas basadas en un componente podrfa favorecer la selection de mutantes que 
posteriormente serian refractarias a los mecanismos inmunes inducidos por la vacunacion. 

10 Recientemente se ha reportado la presencia de la proteina amibiana de 112 kDa, la cual es una 
molecula de superficie que comparte funciones de adhesina y de proteasa (Garcia Rivera G, 
Rodriguez MA, Ocadiz R, Martinez-Lopez C, Arroyo R, Gonzalez Robles A, Orozco E. 
Entamoeba histolytica: a novel cystein protease and an adhesin form the 112 kDa surface 
protein. Molecular Microbiology 1999; 33: 556-568). La molecula corresponde a un 

15 heterodimero, compuesto por un polipeptido de 78 kDa con funcion de adhesina y otro de 49 
kDa con actividad de cistern proteasa y que cada uno est! codificado por un gen independiente. 
Estos genes se localizaron en el genoma de forma adyacente, separados tan s61o por una 
secuencia no codificante de 188 pb. (Garcia Rivera G, Rodriguez MA, Ocadiz R, Martinez- 
Lopez C, Arroyo R, Gonzalez Robles A, Orozco E. Entamoeba histolytica: a novel cystein 

20 protease and an adhesin form the 112 kDa surface protein. Molecular Microbiology 1999; 33: 
556-568). Hasta el momento esta proteina no ha sido empleada en el desarrollo de formulaciones 
con uso especifico para la terapeutica, la profilaxis o el diagnostico, de enfermedades asociadas a 
Entamoeba histolytica. 
Divulgaci6n de la Invencion 

25 El objeto de la presente invencion es el desarrollo de composiciones vacunales basadas en el uso 
de la proteina de superficie de 112 KD de Entamoeba histolytica con fines profilacticos y 
terapeuticos en relation con la infeccion producida por este protozoario, ya sea en formulaciones 
que incluyen los genes que integran la misma y administrada como vacuna de ADN o 
formulaciones con la proteina purificada o fragmentos de la misma. 

30 Sorprendentemente se ha observado que la inmunizacion con formulaciones que contienen la 
mezcla de las proteinas o con formulaciones que contienen la mezcla de los genes (vacunas de 
ADN), producen una mayor reduction del dafio hepatico producido en el modelo de reto 
intraportal en hamsters, al ser comparado con el producido por cada proteina o cada gen por 
separado y este efecto es significativamente superior al esperado para la mezcla, lo que indica un 
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efecto potentiator o sinergico en la proteccidn contra el dano hepatico al inmunizar con la 
mezcla (Ejemplo 10). 

Este efecto sinergico de dos protefnas amibianas no ha sido reportado con anterioridad, por lo 
que constituye una nueva estrategia para lograr nuevas formulaciones vacunales efectivas contra 
5 la amebiasis. 

Las preparaciones vacunales de la invenci6n estan constituidas por la protefna natural purificada, 
asf como por sus 2 subunidades (cistein proteasa y adhesina) obtenidas por vfa recombinante en 
E. Coli, utilizadas solas o mezcladas. Estas composiciones utilizan entre 30 |j.g y 1 mg de 
protefna, constituyendo este principio activo entre el 25% y el 70% de la formulation total. Para 
10 el caso particular de las mezclas, las subunidades de la protefna se emplearon en proporciones 
iguales utilizdndose dosis que incluyen 10 y 10Q0 \xg y que constituyen entre 10-80 % de la 
composition total en dependencia de la formulation empleada. 

Tambien forma parte de la presente invention formulaciones vacunales que contienen los genes 
codificantes de las subunidades con actividad de cistein proteasa y adhesina en un vector de 

15 expresion apropiado, empleandolos solos en dosis comprendidas entre 5(ig y 800 jig o 
preferiblemente combinados en proportion 1:1 en la misma composition, con dosis que incluyen 
entre 10 |ag y 800 |ig de ADN y que constituyen entre el 25-80% de la formulaci6n total. 
Se incluye en esta invention la administration de los productos de los genes codificantes de las 
subunidades con actividad de cistein proteasa y adhesina, expresados en vectores vivos 

20 atenuados a seleccionar del grupo de Mycobacterium bovis BCG, Salmonella sp, Vaccinia, 
Adenovirus, Poliovirus en los cuales se introducen los genes mediante transformation genetica 
empleando vectores plasmfdicos apropiados y que son administrados en un rango de dosis 
comprendido entre 20 fig y 100 [ig del vector vivo atenuado con excipientes adecuados, 
constituyendo este principio activo entre el 25% y el 60% de la formulation total. 

25 Las composiciones que forman parte de la presente invention pueden ser utilizadas en forma 
profilactica y terapeutica en la infection humana con Entamoeba histolytica. 
Con todas las composiciones utilizadas se demostro la induction de una respuesta inmune 
especffica humoral (Ejemplos del 2 al 6) y celular (Ejemplos del 7 al 9) en los hamsters 
inmunizados, asf como la inhibition por parte del suero de los animales inmunizados de la 

30 adhesi6n y efecto citopdtico de los trofozoitos a lfneas celulares en cultivo (Ejemplo 1 1). 

Tambien se incluye en la presente invention el uso de cualquiera de las composiciones vacunales 
por cualquiera de las vfas seleccionadas del grupo de: vfa ocular, otica, vaginal, rectal, 
endovenosa, subcutdnea, y t6pica en piel. Particularmente la vfa oral, intranasal, intradermica e 
intramuscular. 
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La presente invention aborda de forma novedosa el desarrollo de vacunas para la 
prevention y tratamiento de la amibiasis a partir del empleo de formulaciones basadas en una 
protema o los genes que la codifica, logrando estimular una respuesta inmune efectiva no solo 
contra el efecto citopatico provocado por este microorganismo (alcanzado por anteriores 
candidatos vacunales) sino tambien contra la colonization intestinal del mismo, elemento hasta 
el momenta no resuelto y de importancia cardinal tanto para la prevention de las manifestaciones 
clfnicas extraintestinales o complicaciones de la amibiasis como para el tratamiento terapeutico 
efectivo. 

La presente invention sera descrita a traves de los siguientes ejemplos especificos. 
Ejemplos de Realization 

Ejemplo 1. Obtencion de los plasmidos pcdna-Ehadhll2 y pcdna-Ehcpll2 
Para la construction de ambos plasmidos se empleo el vector de expresion pcDNA 3 (Invitrogen, 
San Diego, USA), el cual se cort6 con las enzimas de restriccitfn del sitio multiple de clonaje, 
BamH I, EcoR I para la donation del gen de la cistern proteasa (1.3 Kb), mientas que digerido 
con Xba I, Apa I (Gibco, EUA) se utilizo para la clonaci6n de un fragmento del gen de la 
adhesina amibiana (1.7 Kb). Los insertos genicos correspondientes se obtuvieron por restriction 
enzimatica a partir del trabajo previo realizado por Garcia-Ribera y col. en el cual obtuvieron un 
fragmento de 5.6 kb que contenia dos marcos de lectura abiertos que forman la protema amibiana 
de superficie de 112 kDa (Garcfa-Rivera G, Avila A, Ayala P, Arrollo R, Rigothier MC y 
Orozco C. 1997. Identification and localization of the cell binding domain in the 112 kDa 
adhesin gene of Entamoeba histolytica. Arch. Med. Res 28s: 164-165). La purification de los 
insertos se realiz6 por adsorcion a perlas de vidrio utilizando el kit Geneclean II (BIO 101, USA 
) y fueron ligados a los vectores correspondientes. Los pl&smidos obtenidos se denominaron 
pcDNA-Ehcpll2 y pcDNA-Ehadhll2 respectivamente. Estas construcciones fueron introducidas 
en Escherichia coli cepa DH-5a a partir de donde fueron purificadas mediante el uso de 
columnas del Kit comercial Quiagen Giga-Plasmid columns (Quiagen, EUA), y siguiendo las 
indicaciones del manual de purification del fabricante. La pureza y concentration del ADN 
obtenido se detennino por an&isis espectrofotometrico en un equipo DU 650 (Beckman, USA) 
leyendo la absorbancia de la muestra a 260/280 nm. El ADN tambien se visualizo en geles de 
agarosa al 0.8 % segun el metodo de Sambrook y colaboradores (SambrooK, J., Fritsch, E.F. y 
Maniatis, T. 1989. Molecular Cloning: a Laboratory Manual. 2 a . Edition. Cold Spring Harbor 
Lab. Press. EUA. El DNA separado se visualizo por irradiation con luz ultravioleta de 310 nm y 
se registro en el equipo GelDoc 1000 (BioRad, EUA).E1 inserto lo constituyo un fragmento de 
1.7 Kb del gen de la adhesina, de los 2.0 Kb totales que la componen, que carecio de los 
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primeros 360 pares de bases del extremo 5' del gen, pero que incluyd desde las posibles 
regiones transmembranales hasta el final de su extremo 3'. El vector en este caso aporto el cod6n 
de inicio de la traduccidn. Dicha construcci6n se utilizd para transformar bacterias de E. coli 
DH5a competentes. El plasmido recombinante se extrajo de las bacterias mediante una 
purificaci6n por lisis alcalina y se comprob6 su identidad al digerirlo con las enzimas utilizadas 
en la estrategia de clonacidn. Esta digestion permitid liberar el gen de la adhesina de 1.7 Kb de 
peso molecular, del vector de 5.4 Kb (figura 1) y asf seleccionar los cultivos bacterianos que 
tenfan la construccidn de interes. Para corroborar la identidad de la construccidn pcDNA- 
Ehadhll2, una muestra se secuencid empleando un oligonucledtido que permitid leer la 
secuencia desde el extremo de clonacidn 5' y 200 pb mas, cadena abajo (resultados no 
mostrados). El segundo plasmido vacunal se construyd con el gen de la subunidad menor de la 
protema de superficie amibiana de 112 kDa, el de la proteasa. Al plasmido resultante se le 
denomind pcDNA-Ehcpll2. Dicha construccidn se utilizd para transformar bacterias de E. coli 
DH5a competentes. El plasmido recombinante se extrajo de las bacterias mediante una 
purificacidn por lisis alcanna y se comprobd su identidad por analisis de restriccidn con las 
enzimas utilizadas en la clonacidn. Esta digestion permitid liberar el gen de la cistern proteasa de 
1.3 Kb de peso molecular, del vector de 5.4 Kb (figura 2) en los casos en los que se encontrd la 
construccidn de interes. Con el objetivo de corroborar la identidad del plasmido pcDNA- 
EfwpU2, una muestra del ADN se sometid a analisis en un equipo de secuenciacidn automatica, 
de forma similar a como se hizo para el plasmido anterior (resultado no mostrado). 
Ejemplo 2. Transfeccidn de celulas L929 y expresidn in vitro de los polipeptidos Ehadhll2 y 
Ehcpll2. 

Se emplearon las construcciones plasmfdicas descritas en el ejemplol. 

Los ensayos de transfeccidn se realizaron segun los protocolos de la Gufa de transfeccidn de 
Gibco, BRL. Las celulas se crecieron en placas de 35 mm (COSTAR, EUA) hasta lograr una 
confluencia celular entre el 60 y el 80 %. Por cada placa se utilizaron 2 ng del ADN plasmfdico a 
transfectar, dilufdo en 100 ul de medio (DMEM, EUA) libre de suero bovino fetal (Gibco, BRL, 
EUA) y 25 ul de tipofectamina (Gibco, BRL, EUA) dilufda en 100 ul de medio libre de suero. 
Las placas se incubaron 6 horas a 37° C en atmdsfera de C0 2 al 5 %. A las 24 horas del 
comienzo de la transfeccidn se reemplazd el medio de las placas por medio fresco completo 
(DMEM, con suero fetal al 10 %, 100 ug/ml de ampicilina y 100 ug/ml de estreptomicina) y 48 
horas despues se le adiciond al cultivo celular lug/ml de medio DMEM, del antibidtico de 
seleccidn, geneticina (Gibco, BRL, EUA). Para los ensayos de RT-PCR se emplearon 
cultivos de celulas crecidas en placas de 100 mm hasta un 80-90 % de confluencia, a partir de 
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primeros 360 pares de bases del extremo 5' del gen, pero que incluyo desde las posibles 
regiones transmembranales hasta el final de su extremo 3'. El vector en este caso aporto el codon 
de inicio de la traduction. Dicha construcci6n se utiliz6 para transformar bacterias de E. coli 
DH5a competentes. El pMsmido recombinante se extrajo de las bacterias mediante una 
purificacidn por lisis alcalina y se comprobo su identidad al digerirlo con las enzimas utilizadas 
en la estrategia de clonacion. Esta digestion permitio liberar el gen de la adhesina de 1.7 Kb de 
peso molecular, del vector de 5.4 Kb (figura 1) y asf seleccionar los cultivos bacterianos que 
teni'an la construccidn de interes. Para corroborar la identidad de la construction pcDNA- 
EIiadhll2, una muestra se secuencio empleando un oligonucleotide que permitio leer la 
secuencia desde el extremo de clonacion 5' y 200 pb mas, cadena abajo (resultados no 
mostrados). El segundo plasmido vacunal se construy6 con el gen de la subunidad menor de la 
proteina de superficie amibiana de 112 kDa, el de la proteasa. Al plasmido resultante se le 
denomin6 pcDNA-Ehcpll2. Dicha construccidn se utiliz6 para transformar bacterias de E. coli 
DH5a competentes. El plasmido recombinante se extrajo de las bacterias mediante una 
purificaci6n por lisis alcalina y se comprob6 su identidad por analisis de restriccidn con las 
enzimas utilizadas en la donation; Esta digestidn permiti6 liberar el gen de la cistern proteasa de 
1.3 Kb de peso molecular, del vector de 5.4 Kb (figura 2) en los casos en los que se encontro la 
construccidn de interes. Con el objetivo de corroborar la identidad del plasmido pcDNA- 
EhcplU, una muestra del ADN se sometio a analisis en un equipo de secuenciacidn automatica, 
de forma similar a como se hizo para el plasmido anterior (resultado no mostrado). 
Ejemplo 2. Transfeccidn de celulas L929 y expresion in vitro de los polipeptidos Ehadhll2 y 
Ehcpll2. 

Se emplearon las construcciones plasmfdicas descritas en el ejemplol. 

Los ensayos de transfeccion se realizaron segun los protocolos de la Gufa de transfeccion de 
Gibco, BRL. Las celulas se crecieron en placas de 35 mm (COSTAR, EUA) hasta lograr una 
confluencia celular entre el 60 y el 80 %. Por cada placa se utilizaron 2 jxg del ADN plasmfdico a 
transfectar, dilufdo en 100 jxl de medio (DMEM, EUA) libre de suero bovino fetal (Gibco, BRL, 
EUA) y 25 ul de lipofectamina (Gibco, BRL, EUA) dilufda en 100 jxl de medio libre de suero. 
Las placas se incubaron 6 horas a 37° C en atmosfera de C0 2 al 5 %. A las 24 horas del 
comienzo de la transfeccion se reemplaz6 el medio de las placas por medio fresco completo 
(DMEM, con suero fetal al 10 %, 100 ug/ml de ampicilina y 100 ug/ml de estreptomicina) y 48 
horas despues se le adicion6 al cultivo celular l|ig/ml de medio DMEM, del anubiotico de 
seleccidn, geneticina (Gibco, BRL, EUA). Para los ensayos de RT-PCR se emplearon 
cultivos de celulas crecidas en placas de 100 mm hasta un 80-90 % de confluencia, a partir de 
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los cuales se extrajo el RNA con trizol: fenol- isocianato de guanidinio. Al final se disolvio 
en 30 fil H 2 0-DEPC y se incubo con Dnasa libre de Rnasa, (RQI Promega) en un bano termico a 
37 °C durante 30 min. Para determinar la concentraci6n de la muestra se leyo la absorbancia a 
260 nm. El RNA se guardo precipitado con etanol al 70 % a -70 °C, en aHcuotas de 5 |Lil. para la 
sintesis de cDNA se emplearon tubos de PCR a los que se le adicionaron 5 y,g de RNA total, 100 
ng del oligo en antisentido en un volumen final de 12 jlxI y los tubos se incubaron a 70° C por 10 
min. Al termino de este tiempo se devolvieron en bano de hielo y se le adicionaron 4\xl de First 
Strand Buffer Kit 5X (Kit), 2 pi de 0.1 M de DTT (Kit), 1 fxl de 10 mM de dNTP Mix (Kit). La 
mezcla se homogeneizo y se puso a incubar a 42° C por 2 min. Entonces se le agrego 1 julI (5 
unidades) de la enzima Superscript II (Gibco- BRL Kit), y se dejo incubando durante 50 min a 
42° C La reaccidn se detuvo al colocar los tubos a 70° C por 15 min. 

El producto de la reaction se trat6 con RNAsa H. Finalmente las muestras se guardaron a -20° 
C. 

Las secuencias de los oligos en antisentido utilizados fueron: 
Ehadhll2: 5'- TGCTTGAGTATAAGCAG 3' 
neo r \ 5' TTAGGAGAACTCGTC -3' 

Por cada fragmento de ADN que se quiso amplificar se agregaron 10 jxl de Buffer 10 X de la Taq 
Polimerasa, 8 \l\ de MgCl 2 , 200 ng, del oligo en sentido y 200 ng del oligo en anti-sentido, 2 jud 
del producto de la reaction de la RT-PCR, 2 jml de dNTP y 0.6 \il (5 U/jil) de la enzima Taq 
polimerasa en un volumen final de 100 jxl. La temperatura initial de desnaturalizacion del ADN 
que se utilizo fue de 94° C por 5 min, luego siguieron 30 ciclos de desnaturalizaci6n, 
alineamiento de los oligos y extension (94° C por 30 seg, Tm por 35 seg y 72° C por 1 min, 
respectivamente. Se programaron 7 min de extension final a 72° C y una temperatura de 
mantenimiento de 4° C. 

Las secuencias de los oligos en sentido que se utilizaron fueron: 
Etiadhll2: 5'- ACTTGATTTTGAAAAGG -3' 
neo r : 5 ' ATGATTGAAC AAGATGG -3 ' 

Para los ensayos de inmunofluorescencia indirecta los cultivos celulares de lfiiea L-929 
transfectados se crecieron sobre cubres cero durante 24 horas y las celulas se fijaron con una 
solution de acetona-metanol (v/v) Ma que se dejo actuar durante 2 min. Las celulas fijadas se 
incubaron durante 1 hora a 37° C con suero de hamsteres inmunizados con las construcciones 
plasmidicas en estudio, a una dilution 1:20. Transcurrido este tiempo los cubres se incubaron 
con el segundo anticuerpo anti-IgG de hamster obtenido en cabra y acoplado a fluoresceina, a 
una diluci6n 1:200. Finalmente se examinaron a traves de un microscopio Nikon Diaphot 200 
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acoplado a un sistema de barrido de laser confocal MRC 1024 (BioRad, EUA). Una vez 
obtenidos los plasmidos vacunales y antes de comenzar la inoculation directa en el animal de 
experimentation, para demostrar in vitro que estas construcciones eran capaces de replicarse en 
una celula eucariotica, de transcribirse y por ultimo de expresar el producto genico que cada una 
5 tenia clonado, se seleccionaron fibroblastos de raton como sistema eucariotico de vida. Se 
seleccionaron las clonas que sobrevivieron a dos semanas de tratamiento sostenido, en el 
momento que los cultivos no transfectados morian bajo la misma concentration del agente 
selectivo. El empleo de geneticina permitio la selection de las celulas que lograron incorporar 
los ptesmidos de interes. Las celulas no transfectadas murieron por carecer de dicho gen. 

10 A partir del RNA de las celulas transfectadas, se demostr6 que ambos cultivos habian sido 
transfectados exitosamente y que en ellos se estaba produciendo la transcripci6n del gen de la 
adhesina. El transcrito esperado segun el par de oligonucle6tidos que se utilizo era de 
aproximadamente 600 pb. En la electroforesis del producto de la RT-PCR (figura 3) se observo 
de manera selectiva esta banda para el RNA del cultivo trasfectado con pcDNA-Ehadhll2. 

15 Se hicieron crecer sobre cubre objetos cultivos de fibroblastos de la Knea L929 transfectados de 
forma independiente con los plasmidos pcDNA-Ehcpll2, pcDNA-Ehadhl 12 y pcDNA 3 , para 
probar mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta la presencia de las protemas 
amibianas y determinar su localization. 

Como resultado de este ensayo se observo una tincion fluorescente en la superficie de las celulas 
20 transfectadas con los plasmidos que tenian insertados los genes amibianos (pcDNA-Ehcpll2, 
pcDNA-Ehadhll2), y no se obtuvo fluorescencia en estas mismas celulas a las que, como 
control, no se les adiciono el primer anticuerpo, ni en las que se transfectaron con el vector 
pcDNA 3 . (figura 4). 

Evaluamos la capacidad de los plasmidos de transcribir y expresar sus genes en celulas 
25 eucarioticas de fibroblastos murinos L929, como primer paso, antes de estudiar la respuesta 
inmune que sus productos genicos fueran capaces de inducir. 

Los fibroblastos se transfectaron exitosamente con los dos plasmidos de forma independiente. Se 
demostro la presencia del transcrito para el gen de la adhesina y se observo por inmuno- 
fluorescencia la existencia de una proteina de membrana en la superficie de los fibroblastos 
30 transfectados con ambos plasmidos. 

Ambos genes fueron clonados incluyendo las secuentias de anclaje a membrana y, aunque para 
el gen de la adhesina no se encontro ninguna secuencia con las caractensticas del peptido lfder, 
al menos en el caso de la proteasa, esta se incluy6. 
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Ejemplo 3. Estudio de la respuesta inmune humoral inducida en hamsters con el pldsmido 
pcDNA-Ehadhll2. 

Se utiliz6 el plasmido obtenido y purificado como se muestra en el ejemplo 1. Para este 
experiment*) se utilizaron hamsteres machos de 4 a 5 semanas de edad, con los cuales se 
5 formaron 10 grupos de 8 animales cada uno. Las inmunizaciones se realizaron cada 20 dias, 
intradermicamente en la base de la cola. En todos los casos el inoculo tuvo un volumen de 100 jxl 
y se aplico 3 veces con jeringuillas de 1ml. 

Con el plasmido pcDNA 3 -Ehadhll2 7 se inocularon 4 grupos con las siguientes dosis 5 \xg, 50 |Lig, 
75 \ig y 100 |LLg, con el pl&smido pcDNA3-Ehcpll2. Para los controles se seleccionaron 2 grupos 

10 uno se inoculo con el vector pcDNA3 utilizado en la construction de los plasmidos anteriores, y 
el otro grupo con PBS esteril, solucidn utilizada como vehiculo de los inoculos. Las extracciones 
de sangre se realizaron por puncion del seno retro-orbital cada 10 dias, se extrajo el suero y se 
guardo a -20° C hasta su uso. Los sueros fueron analizados mediante Western blot frente a 
extractos de proteinas totales de amibas, los cuales fueron obtenidos por el metodo descrito por 

15 Avila y colaboradores (Avila, E.E., Sdnchez-Garza, M. y Calderon, J. 1985. Entamoeba 
histolytica and E. invadens sulphydryl-dependent proteolytic activity. J protozool. 32:163-166) y 
Calderon y Avila (Calderon, J. Y Avila, E. 1986. Antibody induced caps in Entamoeba 
histolytica: isolation and electrophoretic analysis. J. Infect. Dis. 153:184-193). La separation 
electroforetica se realizo segun el metodo descrito por Laemmli (Laemmli, U.K. 1970. Cleavage 

20 of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T-4. Nature 277:680-685) 
y modificado por Avila (Avila, E.E 1982. Identificacidn de las proteinas de membrana 
plasmatica y del "cap" inducido por anticuerpos en Entamoeba histolytica. Tesis de maestria en 
Ciencias (Biologia Celular) Centro de investigaci6n y Estudios Avanzados del IPN. Mexico, 
D.F). Se utilizaron geles al 12 %. Los geles se corrieron a 100 V. Para la transferencia de las 

25 proteinas separadas por la electroforesis se utilize la tecnica descrita por Towbin y col. (Towbin, 
H., Staehelin, T. Y Gordon, G. 1979. Electrophoretic transfer of proteins from polyacrilamide 
gels to nitrocellulose sheets: procedure and some applications. Proc. Nat Acad. Sci. USA. 76: 
4350-4354). La membrana de nitrocelulosa fue bloqueada PBS-BSA al 2 %, se incubo con el 
primer anticuerpo (monoclonal de raton IgM dirigido contra la protema de 112 kDa o suero 

30 inmune de hamster) toda la noche a 4° C en agitation suave. Los segundos anticuerpos 
especificos (anti-IgM de rat6n peroxidado y anti-IgG de hamster peroxidado, Zymed, EUA), a 
temperatura ambiente, en agitaci6n durante 2 horas. El anticuerpo no fijado se elimino mediante 
dos lavados consecutivos de una solucidn amortiguadora de fosfatos 20 mM (Na 2 HP0 4 10 mM, 
NaH 2 P04 10 mM pH 7.4 y NaCl 150 mM) y una vez con una solucidn amortiguadora de fosfatos 
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50 mM (Na 2 HP0 4 25 mM y NaH 2 P0 4 25 mM pH 7.4). El reconocimiento de las protemas por 
los antisueros se revelo 4-cloro-l-naftol (Sigma, EUA) . Los ensayos de ELISA se realizaron por 
un metodo similar al descrito por Zhang y Stanley, (Zhang T, Stanley SL. DNA vaccination wirh 
de serine rich Entamoeba histolytica protein (SREHP) prevents amebic liver abscess in rodent 

5 models of disease. Vaccine. 2000; 18: 868-874). Las placas de 96 pozos (COSTAR; EUA) se 
recubrieron con 50 jxl (lxlO 4 amibas) de una solucion de trofozoitos inactivados por calor, en 
PBS durante toda la noche a 4° C. Al dia siguiente se realizaron 4 lavados con 150 jil/pozo de 
PBS-tween al 0.05 % y se adiciono a cada pozo 100 jjI de la solucion de bloqueo (PBS-BSA al 2 
%), las placas se incubaron lh a 37° C. Se le adiciono entonces el primer anticuerpo, 50 \i\ de 

10 suero de hSmsteres en una dilucion 1:500 en PBS-BSA al 1% a 4° C durante toda la noche. Se le 
adiciono 50 fJtl del segundo anticuerpo, anti IgG de hamster peroxidado a una dilucion 1:2 000 en 
PBS-BSA al 1 %. Las placas se incubaron lh a temperatura ambiente y luego se lavaron 
exhaustivamente y se revelaron con orthofenilendiamina. La reaccion se detuvo con 25 \x\ de 
H2SO4 al 2.5 M. Los resultados de la reaccion colorimetrica se leyeron en un lector de ELISA a 

15 una densidad 6ptica de 492 nm. Todas las muestras se aplicaron por duplicado. 

Los sueros de los animates inmunizados con pcDNA-Ehadhll2 reconocieron una banda de 120 
kDa de talla molecular, coincidente con la altura de la banda reconocida por un anticuerpo 
monoclonal anti-112. Se observaron otras senates de reconocimiento inespecifico. La mezcla de 
sueros del grupo control no dio senal a esta altura, tampoco lo hizo el suero preinmune (figura 

20 5). Por otra parte, el suero de los hamsteres inoculados con el DNA de interes reconocio a la 
adhesina recombinante de 31 kDa, que conserva el dominio de adhesion y la capacidad de ser 
reconocida por el anticuerpo monoclonal. El suero pre-inmune no dio senal de reconocimiento 
frente a la proteina recombinante. A los hamsteres inmunizados con las diferentes dosis del 
pldsmido pcDNA-Ehadhll2, se les tom6 muestras periodica de suero y dicho suero se uso para 

25 determinar, mediante un ensayo de ELISA, la presencia de anticuerpos IgG contra protemas de 
membrana de E. histolytica (figura 9). 

El resultado de este experimento mostro que el nivel de anticuerpos sericos anti-amibianos 
comportaba una tendencia creciente, sin embargo, no se encontro una diferencia significativa 
entre los niveles registrados en el momento cero del experimento y los detectados en las 
30 diferentes extracciones. Solo el suero de la ultima extraction, tornado antes del sacrificio y 
transcunida una semana del reto, mostr6 diferencias con los niveles de los sueros preinmunes 
respectivos. 

Ejemplo 4. Inmunofluorescencia sobre trofozoitos de amibas. 
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Se emplearon sueros inmunes obtenidos de la forma descrita en el ejemplo 3. Los trofozoitos 
de la cepa HM1-IMSS se crecieron sobre cubre-objetos durante 24 horas y se lavaron con PBS 
para retirar el medio de cultivo, se fijaron con paraformaldehfdo al 2,5 % (Sigma, EUA) disuelto 
en PBS, se permeabilizaron con triton X-100 al 0.5 % (Sigma, EUA) durante 10 min. a 
temperatura ambiente. Sobre las celulas ya fijadas se realizo el ensayo de inmunofuorescencia 
indirecta tal como se describio anteriormente en el ejemplo 2. Para ver el reconocimiento de una 
protefna de superficie en la amiba por el suero inmune se incubaron trofozoitos de amiba de la 
cepa HM1-IMSS, con suero inmune de h£msteres inoculados con el plasmido pcDNA-Ehadhll2 
y con suero control (de animales inoculados con el vector). Las laminas se observaron a traves 
del microscopio confocal. Como resultado de este ensayo de inmunofluorescencia indirecta, se 
observo que los trofozoitos incubados con los sueros control no mostraron fluorescencia y que 
los que fueron incubados con suero inmune, despues de la tercera extraction, mostraban 
fluorescencia, especialmente en la superficie de las amibas (figura 6). 

Ejemplo 5. Estudio de la respuesta inmune humoral inducida en hamsters con el plasmido 
pcDNA-Ehcp!12. 

Se utilizo el plasmido obtenido y purificado como se muestra en el ejemplo L Utilizamos el 
mismo protocolo de inmunizacion y muestreo sangumeo descrito en el ejemplo 3. Con el 
plasmido pcDNA 3 'Ehcpll2 9 se inocularon 3 grupos con las dosis 50 fig, 100 fig y 200 fig. Los 
procedimientos utilizados para los ensayos de Western blot y ELIS A fueron los mostrados en el 
ejemplo 3. Se inmunizaron h&msteres con diferentes dosis para estudiar la induction de una 
respuesta inmune por la expresidn in vivo de la proteasa amibiana de 112 kDa. Cuando se 
ensayo mediante Western blot el suero de los h&nsteres inmunizados con pcDNA-Ehcpll2, se 
obtuvo una senal de reconocimiento que coincidio con la detectada en el carril correspondiente al 
control positivo y que no se detectd cuando el suero pre-inmune funciono como primer 
anticuerpo (figura 7). 

Con los sueros extraidos cada 10 dias desde el inicio del esquema de inmunizacion pudimos 
realizar, mediante ELISA, un estudio del comportamiento de los niveles de anticuerpos IgG a lo 
largo del experimento (figura 10). Como resultado de este experimento, se observo una respuesta 
en la que, despues de un primer ascenso del tftulo de anticuerpos, este cae para volver a ascender 
a niveles algo superiores. Se registraron diferencias significativas entre el suero preinmune y el 
obtenido al finalizar el experimento. No ocurrio lo mismo con los sueros de extracciones 
anteriores. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles 
alcanzados entre las diferentes dosis ensayadas. 
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Ejemplo 6. Estudio de la respuesta inmune humoral inducida en hamsters con los 
plasmidos pcDNA-EIiadhll2 y pcDNA-EhcpU2. 

Se utilizo el plasmido obtenido y purificado como se muestra en el ejemplo 1. Utilizamos el 
mismo protocolo de inmunizacion y muestreo sangumeo descrito en el ejemplo 3. En este 
5 estudio se utilizo una mezcla plasmidica consistente 50 jxg de cada uno. Para los ensayos de 
Western blot y ELISA se emplearon los procedimientos utilizados en el ejemplo 3. El suero 
inmune que se extrajo de estos animates se emple6 para detectar, mediante un ensayo de Western 
blot, la presencia de anticuerpos IgG especificos contra la proteina amibiana (Figura 8). La 
mezcla de los sueros de los animales inmunizados con los dos plfismidos dio una senal de 

10 reconocimiento a la altura de la observada en el control positivo, la cual no se observo en los 
sueros pre-inmunes. El suero extraido cada 10 dias a estos animales nos permitio hacer un 
estudio de la cinetica de la respuesta humoral. Mediante ELISA, se hicieron las determinaciones 
de los niveles de anticuerpos IgG sericos capaces de reconocer proteinas de trofozoitos intactos, 
bajo el mismo procedimiento que en los estudios de cinetica anteriores (figura 11). Los 

15 resultados nos permitieron observar un comportamiento bifasico en la respuesta humoral de este 
grupo de animales. Tras un incremento en los tftulos de anticuerpos durante las dos primeras 
extracciones, se produjo una reduction detectada a los 30 dfas de iniciado el esquema de 
inmunizacion, es decir, despues de la segunda dosis, para volver a ascender a continuation de la 
tercera y hasta el final del estudio. El analisis de los datos revelo una diferencia estadfsticamente 

20 significativa entre los niveles de anticuerpos que se encontxaron en el suero pre-inmune y los 
alcanzados en cada una de las extracciones posteriores, desde la realizada a los 10 dias de la 
primera dosis inoculada, hasta la realizada a los dos meses de comenzado el estudio. Se encontro 
que la extraction del dfa 30 del esquema constituyo la exception en este aspecto, al no reportarse 
diferencia significativa con el suero preinmune. Los resultados corroboraron los alcanzados con 

25 el ensayo de Western blot sobre la inmunogenicidad de las proteinas amibianas. Se observ6 que 
los tftulos de anticuerpos de IgG aumentaban en la medida en que los animales iban recibiendo 
las inmunizaciones. De igual forma, demostraron la eficacia de la via seleccionada y del rango de 
dosis ensayado para estudiar la induction de una respuesta inmune. Estos resultados sugirieron, 
en primer lugar, que los plasmidos pcDNA-Ehadhl 12 y pcDNA-Ehcpll2 inyectados 

30 intradermicamente en los h£msteres, transfectaron celulas del huesped, probablemente a 
queratinocitos y quiza tambien a celulas del sistema inmune cutaneo. En segundo termino, que 
estas celulas lograron la expresion endogena, tanto de la adhesina como de la proteasa amibianas. 
En tercer lugar, indicaron que dichas construcciones, en las dosis escogidas y por la via de 
administraci6n seleccionada, resultaron inmunogenicas en el hamster. Y, por ultimo, que la 
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mezcla de ambos pl&smidos para su administration simultanea no abate la 
respuesta observada con cada uno de ellos de forma independiente. 

Ejemplo 7. Estudio de la respuesta inmune celular inducida por el plasmido pcDNA-EIiadhll2. 
Para estudiar la respuesta inmune mediada por celulas se realizo un ensayo de linfoproliferacion 
5 celular empleando los plasmidos descritos en el ejemplo 1 y el esquema de inmunizacion 
descrito en el ejemplo 2. Los ensayos de linfoproliferacion se realizaron segun describieron 
Lotter y colaboradores (Lotter H, Zhang T, Seydel KB, Stanley SL Jr; Tannich R. Identification 
of an epitope on the Entamoeba histolytica 170 kDa lectin conferring antibody-mediated 
protection against invasive amebiasis. / Exp Med 1997; 185: 1793-1803). Los mismos se 

10 efectuaron con celulas totales de bazo de los hamsteres en estudio. Se emplearon linfocitos 
extraidos de los bazos de los animales en estudio y medio DMEM suplementado con suero fetal. 
Los linfocitos se ajustaron a 2x 10 6 cel/ml con RPMI completo. Como antigenos se uso la 
Concanavalina A (Pharmacia, Sweden) a 0.25 mg/ml (mitogeno inespecifico) y amibas de la 
cepa HMI-IMSS inactivadas por calor y ajustadas con DMEM completo a 4 x 10 5 eel/ ml. En 

15 placas de cultivo celular de 96 pozos y fondo piano (COSTAR; EUA) se colocaron 100 |il/pozo 
de la suspension de linfocitos de cada hamster y estas se pusieron en contacto con 3 
concentraciones de antigenos especificos (4x10 s , 2xl0 5 , 1x10 s trofozoitos/pozo) y con 0.25 
mg/ml de Concanavalina A. Todos los estudios se hicieron por duplicado. Las placas se 
incubaron durante 72 h a 37° C en atmosfera de C0 2 al 5 % y transcurridas las 56 primeras horas 

20 se adicionaron 20 pl/pozo (1 \id ) de una solution de timidina tritiada en DMEM (0.5 mCi /10 
ml DMEM). Una vez cumplido este tiempo, las placas se leyeron. Con el objetivo de estudiar el 
comportamiento del componente celular de la respuesta en los animates inmunizados con el 
plasmido pcDNA-Ehadhll2, realizamos ensayos de linfoproliferacion celular (Figura 12). Los 
resultados indican que la construction que porta el gen de la adhesina amibiana, resulto 

25 inmunogenica al inyectarla intradermicamente en el h&nster, originando una respuesta inmune 
con participation del componente celular. Las mejor cantidad de trofozoitos inactivados para las 
re-estimulaciones in vitro, fue 10 000 amibas por pozo. El analisis de los datos se realizo con los 
valores de la relation CPM alcanzada por las celulas del control control contra CPM de las 
celulas del grupo inmune, para cada grupo. Se evidencio que los grupos de animates que 

30 recibieron las dosis menores del pl&smido (5 y 50 \ig) 9 respondieron menos que los de mis altas 
dosis, en una relation directa. El grupo inmunizado con la dosis de 75 \ig, mostro un indice de 
estimulacion por encima de 8 y el grupo inmunizado con la dosis maxima, por encima de 11, 
mientras que los indices de los grupos de bajas dosis estuvieron por debajo de 3. El grupo 
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control, que recibi6 altas dosis del vector y fue igualmente retado, no mostr6 proliferacion 
linfocitaria. 

Ejemplo 8. Estudio de la respuesta inmune celular inducida por el plasmido pcDNA-Ehcpll2. 
Se realizo un ensayo de linfoproliferacion celular empleando los plasmidos descritos en el 
5 ejemplo 1 y el esquema de inmunizacion descrito en el ejemplo 2 el procedimiento seguido fue 
el mismo descrito en el ejemplo 7. Para estudiar en los animates inmunizados el componente 
celular de la respuesta inmune, al finalizar el experimento se les extrajo el bazo y los 
esplenocitos fueron empleados en un ensayo de linfoproliferacion. Como control del 
experimento se utilizo un grupo de animates inmunizado con 100 \xg del vector y retado igual 

10 que los grupos problemas (figura 13). El analisis de los datos se hizo con los valores de la 
relation CPM alcanzada por las celulas del control contra CPM de las celulas del grupo inmune, 
para cada grupo. Los animates inmunizados con 200 \ig tuvieron una respuesta que duplico la 
encontrada en los hamsteres inmunizados con 100 jug. No obstante, los linfocitos de ambos 
grupos mostraron proliferacion celular a la estimulaci6n in vitro que no se encontro en el grupo 

15 control Por otra parte, los indices mas altos se alcanzaron cuando se re-estimulo con 10000 
trofozoitos por pozo, 4.1 para la dosis de lOOjig y 8.3 para la de 200^g. Se vio que el valor de 
esta relation para los que recibieron 100 jig, disminufa a 3.4 cuando ensayamos con 20000 
trofozoitos, y a 2.2 cuando se duplico la concentration de amibas. Para los que inoculamos con 
200|ig de pcDNA-Ehcpll2, los valores de la relation tambien disminuyeron en la medida que se 

20 aumentaba la concentration de trofozoitos, fue de 5.1, para las estimulaciones con 20000 y de 
4.3 para las que se realizaron con 40000 amibas. 

Ejemplo 9. Estudio de la respuesta inmune celular inducida por los plasmidos pcDNA- 
Ehadhll2y pcDNA-Ehcpll2. 

Se realiz6 un ensayo de linfoproliferacion celular empleando los plasmidos descritos en el 
25 ejemplo 1 y el esquema de inmunizacion descrito en el ejemplo 2, el procedimiento seguido fue 
el mismo descrito en el ejemplo 7. El analisis de la respuesta celular tambien fue hecho en este 
grupo siguiendo el mismo protocolo que en los estudios de cada pl&smido de forma 
independiente (figura 14). El resultado de este experimento evidencio una proliferacion de 
celulas T del grupo inmunizado con respecto al control, con una relation de proliferation del 
30 grupo control con el grupo inmune de 9:1. Tambien se pudo observar que la concentration de 
10000 trofozoitos por pozo fue la ideal para evidenciar este resultado. El estudio de la 
inmunogenicidad de estas protefnas amibianas expresadas en el h&mster se hizo extensive a la 
respuesta inmune celular mediante ensayos de linfoproliferaci6n. Realizamos un an&lisis 
comparativo entre los grupos que recibieron los plasmidos de forma independiente, en las 
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diferentes dosis, y los que recibieron la mezcla de ellos. Los resultados de estos experimented 
nos permitieron concluir que la intensidad de las respuestas encontradas tuvo una relation directa 
con las dosis ensayadas en cada grupo. Esto se cumpli6 para los dos plfismidos en estudio, 
encontr£ndose los mayores valores de CPM en las celulas de los animales que recibieron lOOjxg 
5 del plasmido pcDNA-Ehadhll2 y las de los que recibieron 200 \xg de pcDNA-Ehcpll2. No 
obstante, comparativamente la respuesta proliferativa fue mayor en el grupo inmunizado con el 
fragmento de gen de la adhesina que con el gen de la proteasa. El primero alcanz6 cuentas 
superiores a las 11000, para una dosis de inmunizacion de 100 |ig, mientras que el segundo, para 
una dosis de 200 jixg, alcanzo valores inferiores a 5 000 CPM. Si analizamos los valores 

10 correspondientes al grupo inmunizado con una mezcla de 50 fxg de cada uno de los plasmidos en 
estudio, constatamos que los valores de CPM (6829) fueron superiores a los alcanzados para la 
dosis de 50 ug del grupo inmunizado con el pcDNA-Ehadhll2 (1599 CPM), y mayores incluso 
que para el que recibio 200 ug del pcDNA-Ehcpll2 (4812 CPM). Este an^lisis nos sugiere la 
existencia de un sinergismo en la respuesta celular, pues la combination de ambos plasmidos 

15 indujo una respuesta linfoproliferativa mayor que la administration independiente de cada uno 
de ellos, incluso en dosis superiores. 

Ejemplo 10. Determination de la protection inducida por los plasmidos pcDNA-Ehadhll2 y 
pcDNA-Ehcpll2, al reto intra-portal en los animales en estudio. 

Se emplearon los pldsmidos descritos en el ejemplo 1 y el esquema de inmunizacion descrito en 
20 el ejemplo 2. Una vez terminado el esquema de inmunizaci6n descrito en el ejemplo 2 los 
hamsteres se retaron con amibas virulentas de la cepa HM1:IMSS. Bajo el efecto de anestesal, a 
los animales se les practico una incisi6n media longitudinal que permitiera desplazar las asas 
intestinales hasta poder visualizar el hilio hepatico. Entonces 100 jxl (1.5xl0 5 trofozoitos) de una 
dilution de amibas virulentas se inyectaron en la Porta. La hemorragia se detuvo con gelfoam. 
25 Las asas se devolvieron a la cavidad intestinal y la pared abdominal se cerr6 con ceda 3.0. A la 
semana del reto los animales se sacrificaron y se les extrajeron sus higados para fotografiarlos y 
analizar el por ciento de dafio hep&tico. Con el objetivo de evaluar el grado de protecci6n que 
confena la inmunizacion realizada, los animales se retaron con trofozoitos virulentos inyectados 
directamente en la vena porta, se sacrificaron a los 7 dias y se hizo el c£lculo del porcentaje de 
30 tejido hepatico danado con respecto al peso total del organo. Como se puede observar en la 
figura 16, las inmunizaciones realizadas con los plasmidos inyectados de forma independiente y 
en las diferentes dosis no lograron reducir el dano hepatico provocado por la infestation 
amibiana; no se encontraron diferencias significativas entre estos grupos. Sin embargo el grupo 
inmunizado con la mezcla de estas dos constructiones plasmfdicas logro una reduccion 



WO 2005/044300 PCT/CU2004/000013 

21 

estadisticamente significativa con respecto al grapo control. La reduccidn del daiio fue del 
50% y fue notable tanto en la disminucion del area con abscesos como en la disminucion del 
peso total del organo. La inmunizaci6n con ADN desnudo empleando los dos genes que 
codifican para la adhesina amibiana de 112 kDa, inoculados de forma independiente y 
combinada, fue capaz de generar una respuesta inmune tanto de tipo humoral como celular; sin 
embargo, faltaba evaluar la capacidad protectora de dicha respuesta. Para ello, realizamos los 
estudios de virulencia in vivo en hamsteres jovenes. Se comprobo que en ninguna de las dosis 
estudiadas para los plasmidos administrados de forma independiente (pcDNA-Ehadhll2 y 
pcDNA-Ehcpll2) se logro protection. Sin embargo, para el grupo que recibitf la mezcla de 
ambos plasmidos, se logro una protection partial del 50%. Los animales presentaron reduction 
del numero y tamano de los abscesos. Estos bajos niveles de protection encontrados, con 
respecto a otros estudios similares, pueden deberse, en parte, al modelo de amibiasis hepatica 
utilizado. Nosotros inoculamos directamente en la vena porta 150000 trofozoitos virulentos 
recientemente pasados por el higado de hamsteres. 
Ejemplo 11. Estudio de virulencia in vitro. 

Con los sueros inmunes obtenidos segun se describio'en el ejemplo 2, se realizaron estudios de 
inhibition de la adhesion a eritrocitos humanos y a celulas obtenidas de rin6n de perro (MDCK). 
Los eritrocitos humanos se obtuvieron por puncion venosa y se utilizo solucion de Alsever como 
anticoagulants (Garvey, J.S., Cremer, N.E. y Sussdorf, D.H. (1977) Reagents. Cap IV In: 
Methods in Immunology. Benjamin (Ed) Inc.Reading. Massachusetts 3rd edition). La muestra de 
sangre se centrifiigo a 1500 x g durante 10 min, despues los eritrocitos se lavaron tres veces con 
la misma solucion y se resuspendieron en medio TYI-S-33 sin suero. Los eritrocitos se utilizaron 
frescos o hasta 5 dias despues de su extracci6n. El estudio se realizo segun lo reportado por 
Garcia Rivera y colaboradores (Garcia Rivera G, Rodriguez MA, Ocadiz R, Martmez-L6pez C, 
Arroyo R, Gonzalez Robles A, Orozco E. Entamoeba histolytica: a novel cystein protease and an 
adhesin form the 112 kDa surface protein. Molecular Microbiology 1999; 33: 556-568). Cada 
ensayo se realizo por triplicado. El 100% de adhesion se tom6 en los casos que las amibas no 
estuvieron en contacto con suero de hamsteres.* De forma similar a como se procedio en el 
experimento anterior, los trofozoitos virulentos de la cepa HM1-IMSS se cosecharon en fase 
logaritmica de crecimiento y se ajustaron en medio de cultivo TYI-S-33 sin suero a una 
concentration de 1x106 trofozoitos /ml; 600 jil se incubaron con anti-suero de hamsteres en una 
dilution 1:250 durante 20 min a 4° C, en tubos Falcons de 15 ml. Posteriormente el contenido de 
cada tubo se adicion6 sobre monocapas de celulas de la linea MDCK, crecidas en cdmaras de 24 
pozos. Las cSmaras se colocaron en una incubadora a 37° C durante 3 horas, hasta que la 
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monocapa de celulas del pozo control, al que no se le adicion6 suero, fue totalmente 
fagocitada por las amibas. Inmediatamente las camaras se pasaron a 4° C durante 15 min y luego 
mediante lavados con PBS frio se desecharon todas las amibas. Los restos de las monocopas se 
tineron con 1 % de azul de metileno en amortiguador de boratos a 37° C durante 30 min. el color 
se midio en un espectrofotometro a 660 nm (Garcia Rivera G, Rodriguez MA, Ocadiz R, 
Martinez-Lopez C, Arroyo R, Gonzalez Robles A, Orozco E. Entamoeba histolytica: a novel 
cystein protease and an adhesin form the 112 kDa surface protein. Molecular Microbiology 
1999; 33: 556-568). 

Con el objetivo de continuar caracterizando la respuesta inmune, se realizaron ensayos de 
virulencia in vitro para determinar si estos anticuerpos eran capaces de bloquear la adhesion de 
amibas virulentas de la cepa HM1-IMSS a eritrocitos humanos. El estudio fue comparativo entre 
los animales inmunizados con los plasmidos que contienen los genes de la adhesina, de la 
proteasa, la mezcla de ambos genes y el grupo inmunizado con el vector. Hicimos una mezcla 
con los sueros de los animales que mejor respondieron a la inoculation de cada plasmido. Esto se 
hizo segun los resultados de los ELISA realizados con los sueros de cada uno de los hamsteres 
(figura 15). Este experimento evidencio un efecto inhibitorio de los sueros inmunes sobre la 
adhesion de las amibas virulentas a los eritrocitos humanos, comparable con los valores de 
nuestro control positivo. El anticuerpo monoclonal logro una inhibition del 75.6%; el suero de 
los hamsteres inmunizados con el plasmido pcDNA.-Ehadhll2 alcanzo un 66,9%; el suero del 
grupo inyectado con pcDNA.-Ehcpll2 un 59.8% y, por ultimo, el suero de los hamsteres 
inmunizados con ambos plasmidos alcanzo un 65.2%. El suero de los animales inoculados con el 
vector inhibio solo un 6.8%. El analisis estadistico de los datos mostro que existe una diferencia 
significativa entre la inhibition de la adhesion lograda con el suero preinmune y con el control 
positivo del experimento, el anticuerpo Mab 5. De forma similar, se observo diferencia entre los 
valores alcanzados por los sueros preinmunes (A) y los sueros inmunes ( C, D, E), asi como 
entre los sueros de los animales inmunizados con el vector (B) y los sueros C, D y E. Por otra 
parte, el estudio revelo que no existen diferencias significativas entre los diferentes grados de 
inhibition provocados por los sueros inmunes. (ver figura 16) 

Para estudiar la capacidad de inhibir la adhesion amibiana que podian presentar los sueros 
inmunes de los tres grupos de animales inoculados con diferentes antfgenos, realizamos el 
ensayo sobre eritrocitos humanos. Comprobamos que los tres grupos de sueros inmunes, los que 
recibieron los plasmidos pcDNA-Ehadhll2, pcDNA-Ehcpll2 y la mezcla de ambos, 
presentaron altos niveles de inhibition, comparables a los presentados por el mAbll2; a pesar de 
los bajos niveles de anticuerpos alcanzados tras las inmunizaciones con ADN. Estos resultados 
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nos indican que, si bien la respuesta de anticuerpos fue baja, el grado de especificidad 
alcanzado no lo fue, pues anticuerpos en bajos titulos generados contra una sola de las adhesinas 
amibianas logro reducir en un alto porciento la adhesion a eritrocitos humanos. 
La capacidad de estos anticuerpos sericos de inhibir, al menos parcialmente, el efecto citopatico 
de las amibas sobre celulas de la lfnea MDCK, tambien fue estudiada. El estudio consistio en 
evaluar la destruccion que se producfa sobre cada monocapa y, asf, calcular la inhibition de este 
proceso en los pozos en los que se habfa adicionado suero, con respecto a los pozos en los que 
no. A estos ultimos se les asigno el 100 % de destruccion celular (datos no mostrados). El 
resultado de este experimento arrojo un valor del 23.5% de inhibicion para el anticuerpo 
monoclonal, uno del 2.2% para el suero pre-inmune y uno del 15.7% para el suero de los 
hamsteres inmunizados con el vector; que como ya comentamos constituyen nuestros controles. 
Los casos correspondientes a los sueros inmunizados con los plasmidos pcDNA-Ehadhll2 y 
pcDNA-Ehcpll2, arrojaron valores de 29.2% y 24.7 % respectivamente; los sueros de los 
hamsteres inmunizados con la mezcla de los plasmidos dio un valor del 33.7%. El andlisis 
estadfstico de los datos arrojo diferencias significativas entre la inhibicion lograda por los sueros 
pre-inmunes y los inmunes, no asf entre los sueros inmunes de los animales inyectados con los 
plasmidos pcDNA-Ehadhl 12, pcDNA-Ehcpl 12 y la mezcla a partes iguales de ambos. Estos 
resultados nos permiten concluir que los sueros inmunes de los hamsteres inmunizados con las 
construcciones plasmfdicas fueron capaces de inhibir, al menos parcialmente, la destruccion que 
provocan las amibas sobre las monocapas celulares de la lfnea MDCK. 
Ejemplo 12. Inmunizacion con una fragmento de la adhesina amibiana de 112 kDa. 
A partir de los trabajos previos realizados por Garcfa-Ribera y col. En el cual obtuvieron un 
fragmento de 5.6 kb que contenia dos marcos de lectura abiertos que forman la protema amibiana 
de superficie de 112 kDa (Garcfa-Rivera G, Avila A, Ayala P, Arrollo R, Rigothier MC y 
Orozco C. 1997. Identification and localization of the cell binding domain in the 112 kDa 
adhesin gene of Entamoeba histolytica. Arch. Med. Res 28s: 164-165), se obtuvo por restriction 
enzimatica un fragmento del gen de la protema Ehadhl 12, que codifica para el polipeptido que 
contiene los ultimos 240 aminoacidos del extremo carboxilo terminal. Este fragmento fue 
clonado en el vector de expresi6n comercial pRSET (Invitrogen, USA) entre los sitios de 
restriccidn Pvu E y BamH I. El plSsmido obtenido fue denominado pEhadh240. 
El plasmido obtenido fue introducido en E. coli cepa BL 21(DE3) y a partir de los cultivos 
inducidos con isopropil p-D-galactopirandsido (IPTG) se realizo lapurificacidn de la protema se 
realizo bajo condiciones desnaturalizantes a traves de una columna de afinidad Ni+2- NTA 
(Quiagen, EUA), siguiendo las indicaciones del manual del fabricante. Reahzamos un 
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experimento en el cual se inmunizaron 6 hSmsteres machos de 4 a 5 semanas de edad, 
con 120 jig de la protefna recombinante Adhll2 por via subcutanea, se les suministro 3 dosis a 
intervalos de 21 dfas y como control de este experimento empleamos 6 hamsteres inoculados 
con PBS. Una semana despues de la ultima inmunizacion a todos los animales se les practico un 
ensayo de reto con amebas virulentas. Durante todo el desarrollo del estudio los animales 
consumieron alimento y agua esteriles. Las extracciones de sangre se realizaron por puncion del 
seno retro-orbital cada 10 dfas, se extrajo el suero y se guard6 a -20° C hasta su uso. El ensayo 
de reto fue como el descrito en el ejemplo 10. Los ensayos de Western blot y ELISA se 
realizaron segun se describio en el ejemplo 2. Como resultado de este experimento se logr6 la 
induction, expresion y purification de una protefna recombinante de aproximadamente 31 kDa, 
la cual es reconocida por el anticuerpo monoclonal mAbAdh, y por el suero inmune de los 
hamsteres inmunizados con esta protefna en ensayos de Western blot como se muestra en la 
figura 17. El experimento de inmunizacion con la protefna recombinante, mostro que esta 
protefna resulta altamente inmunogenica resultado que se evidencio mediante ELISA, 
observandose una respuesta serica IgG especffica estadfsticamente significativa (p .0000001) con 
respecto al grupo control, Tambien se pudo apreciar un posible efecto booster al practicarle el 
reto a los animales inmunizados con la protefna, ya que se incremento rapidamente el tftulo de 
anticuerpos especfficos, pudiendose comprobar que esta respuesta tambien era estadfsticamente 
diferente al grupo control (p .0000001) y a la respuesta obtenida para este mismo grupo antes 
del reto (p .000002). Estos resultados se muestran graficamente en la figura 18. Ademas se 
obtuvo un 32.5% de protection contra los abscesos hepaticos amibianos. Estos resultados 
indican la posibilidad de obtener protection contra la infection amibiana en formulaciones que 
empleen un fragmento de esta protefna. 
Ventajas de la solution propuesta. 

Esta invention tiene las ventajas de utilizar como inmunogeno una protefna de la superficie de 
Entamoeba histolytica la cual posee tanto actividad de adhesina como de cistein proteasa, lo que 
permite combatir dos factores claves de virulencia de este protozoo parasito. Las formulaciones 
empleando esta protefnas, sus subunidades integrantes o los genes que la codifican permiten 
obtener en el hospedero tanto una respuesta humoral como celular especffica. Al poder 
emplearse formulaciones de ADN, se le incorporan las ventajas propias de estos tipos de vacunas 
como son la relativa simplicidad de producci6n y el no requerir de cadenas de fno para su 
transporte lo que facilita una amplia cobertura sobre todo en las areas donde esta enfennedad es 
endemica. 
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Breve description de las figures. 

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los productos del analisis enzimatico del 
plasmido pcDNA-Ehadhll2. Carriles: 1) Marcador de tamano molecular DNA X I Hind m, 2) 
ptesmido linealizado con la digesti6n de la enzima Apal, 3) plSsmido sometido a doble digestidn 
con las enzimas Apal y Xbal, 4) vector pcDNA 3 utilizado para la donation, previamente 
digerido con Apal y Xbal, 5) fragmento del gen de la adhesina utilizado para la clonacibn, 6) 
Marcador de tamano molecular IV (Boeringher). 

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % de los productos del analisis enzimatico del 
plSsmido pcDNA-EhcpU2. Carriles: 1) marcador de tamano molecular DNA X I Hind m, 2) 
plasmido linealizado con la digestion de la enzima BamHI, 3) pWsmido sometido a doble 
digestion con las enzimas BamHI y EcoRI, 4) vector pcDNA 3 utilizado para la donation, 
previamente digerido con BamHI y EcoRI, 5) gen de la cistern proteasa utilizado para la 
donation, 6) Marcador de tamano molecular IV (Boeringher). 

Figura 3. Electroforesis en geles de acrilamida de los productos de la reaction de RT-PCR 
partiendo del RNA total de celulas L929 transfectadas. Carriles: 1). marcador de tamano 
molecular DNA X / Hind III, 2) producto de la reaction de RT-PCR sobre RNA aislado de 
ctiulas L929 transfectadas con pCDNA 3 y amplificado con oligonucleotides espetificos para el 
gen Eliadhll2. 3) producto de la reaction de RT-PCR sobre RNA aislado se cdulas L929 
transfectadas con pCDNA-Ehadhl 12 amplificado con oligonucleotides espetificos para el gen 
Ehadhll2. 

Figura 4. Inmunolocalizacidn de las protemas amibianas Ehadhll2 y Ehcpll2, en fibroblastos 
transfectados con los pMsmidos pcDNA-Ehadhll2 y pcDNA-Ehcpl 12 respectivamente. Panel A. 
Imagen de transmision del cultivo transfectado con pcDNA 3 (control). Panel B. Cultivo 
transfectado con pcDNA 3 e incubado con el primer y el segundo anticuerpo (control). Panel C. 
Cultivo transfectado con pcDNA-Ehadhl 12 e incubado s61o con el conjugado fluoresceinado 
(control). Panel D. Cultivo transfectado con pcDNA-Eliadhll2 e incubado con ambos 
anticuerpos. Panel E. Cultivo transfectado con pcDNA-Ehcpll2 e incubado con los dos 
anticuerpos. 

Figura 5. Reconocimiento de la adhesina de 1 12 kDa en extractos totales de protemas amibianas 
por el suero de los hamsteres inmunizados con pcDNA-Ehadhl!2. Carriles: 1) mAbll2, 2) suero 
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preinmune, 3 y 4) suero de hamster que recibio pcDNA 3 , 5-8) suero inmune de hamsteres que 
recibieron pcDNA-Ehadhll2, 9) rnarcador de peso molecular (Gibco, EUA). 

Figura 6. Inmunodetecci6n de una protema de superficie amibiana por el suero de los hamsteres 
5 inmunizados con pcDNA-Ehadhll2. Panel A, trofozoitos incubados con una mezcla de sueros de 
animales que recibieron 2 dosis de 100 fAg del vector pcDNA 3 (sueros controles). Panel B, 
trofozoitos incubados con una mezcla de sueros de animales que recibieron 2 dosis del plasmido 
pcDNA-Ehadhll2. 

10 Figura 7. Reconocimiento de la adhesina de 112 kDa en extractos totales de proteinas amibianas 
por el suero de los hamsteres inmunizados con pcDNA-Ehcpll2. Carriles: 1) Reconocimiento de 
una protema de 120 kDa. 2). Sueros pre-inmunes. 3, 4 y 5) suero inmune de hamsteres que 
recibieron pcDNA-EhCpll2. 6) rnarcador de peso molecular(Gibco, EUA). 

15 Figura 8. Reconocimiento de la adhesina de 112 kDa en extractos totales de proteinas amibianas 
por el suero de los hamsteres inmunizados con una mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehadhll2 y 
pcDNA-Ehcpll2. Carriles: 1) Sueros pre-inmunes 2) sueros de hamsteres inmunizados con la 
mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehadhll2 y pcDNA-Ehcpll2 3) Reconocimiento de una 
protema de 120 kDa por el mAbl 12, control positivo. 

20 

Figura 9. Cinetica de la respuesta de anticuerpos IgG sericos antiamibianos, inducidos en los 
hamsteres inmunizados con el pldsmido pcDNA-Ehadh!12. Los valores son medias de las D.O405 
alcanzadas por los sueros (1:500) de animales pertenecientes a un mismo grupo de dosis (n=8). 

25 Figura 10. Cinetica de la respuesta de anticuerpos IgG sericos antiamibianos, inducidos en los 
h&msteres inmunizados con el plasmido pcDNA-Ehcpll2. Los valores son medias de las D.O405 
alcanzadas por los sueros (1:500) de animales pertenecientes a un mismo grupo de dosis (n=8). 

Figura 11. Cinetica de la respuesta de anticuerpos IgG sericos antiamibianos, inducidos en los 
30 hamsteres inmunizados con una mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehadhl 12 y pcDNA-Ehcpll2. 
Los valores son medias de las D.O405 alcanzadas por los sueros (1:500) de animales 
pertenecientes a un mismo grupo de dosis (n=8). 
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Figura 12. Respuesta proliferativa de las celulas esplenicas de h&msteres vacunados con 
pcDNA-Ehadhll2, a la estimulacidn con trofozoitos amibianos. Los valores representan la media 
de las CPM alcanzadas por las celulas de los hamsteres que conforman un mismo grupo de dosis 
(n=8). 

5 

Figura 13. Respuesta proliferativa de las celulas esplenicas de hamsteres vacunados con pcDNA- 
Ehcpll2, a la estimulacion con trofozoitos amibianos. Los valores representan la media de las 
CPM alcanzadas por las celulas de los hamsteres que conforman un mismo grupo de dosis (n=8). 

10 Figura 14. Respuesta proliferativa de las celulas esplenicas de hamsteres vacunados con una 
mezcla de los plasmidos pcDNA-Ehadhlll y pcDNA-Ehcp!12, a la estimulaci6n con trofozoitos 
amibianos. Los valores representan la media de las CPM alcanzadas por las celulas de los 
hamsteres que conforman un mismo grupo de dosis (n=8). 

15 Figura 15. Comparacion del efecto inhibitorio de los sueros inmunes sobre la adhesion amibiana 
a eritrocitos humanos. 

Figura 16. Comparaci6n de la capacidad protectora de las inmunizaciones con ADN desnudo 
entre los grupos en estudio. 

20 

Figura 17. Reconocimiento del polipeptido recombinante de 31 kDa de la adhesina de 112 kDa 
por el suero de los hamsteres inmunizados. 1) suero preinmune, 2) suero inmune de hamsteres 
que recibieron pcDNA-Ehadhll2, 3) mAbll2. 

25 Figura 18. Respuesta inmune humoral de los Hamsters inmunizados con la proteina 
recombinante Ehadh240. 
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RErVTNDICACIONES 

1. Composiciones vacunales para el control de la amibiasis caracterizadas porque 
comprenden como principio activo una protema de superficie de 112 kDa de Entamoeba 
histolytica obtenida por via natural, recombinante o sintetica, peptidos derivados de la 
misma, asi como los genes que la codifican o fragmentos de estos, y un excipiente 
apropiado. 

2. Composition vacunal segun la reivindicacion 1 caracterizada porque comprende como 
principio activo: 

a) una subunidad con actividad de cistein proteasa codificada por el marco abierto de 
lectura de 1338 pares de base (ID. AAF04255.1), 

b) una subunidad con actividad de adhesina codificada por el marco abierto de lectura de 
2061 pares de base (ID. AAF04256.1), y 

c) un vector adecuado para la inmunizacion con ADN. 

3. Composici6n vacunal segun la reivindicacion 2 caracterizada porque estas subunidades 
por separado se encuentran en un rango de concentraci6n entre 30 jug y 1 mg de 
protemas. 

4. Composici6n vacunal segun la reivindicacion 2 caracterizada porque comprende una 
mezcla de estas subunidades en proporciones iguales y en un rango entre 10|ig y 1000 

5. Composicion vacunal segun la reivindicacion 1 caracterizada porque comprende como 
principio activo una mezcla de peptidos, en proporciones iguales en un rango de 0.1 mg - 
1 mg del peptido . 

6. Composicion vacunal segun la reivindicacion 2 caracterizada porque comprende uno o 
mas vectores adecuados para la inmunizacion con ADN, uno de los cuales contiene el 
gen de 1338 pares de bases (ID. AAF04255.1) correspondiente a la protema con 
actividad de cistein proteasa o el gen de 2061 pares de bases (ID. AAF04256.1) 
correspondiente a la protema con actividad de adhesina en un rango de concentration 
entre 5 \xg y 800 \xg de ADN. 

7. Composiciones vacunales segun la reivindicacion 6 caracterizadas porque comprenden 
una mezcla de vectores adecuados para la inmunizacion con ADN, donde las 
construcciones geneticas se encuentran en proporciones iguales y en un rango entre 10 \xg 
y 800 |Lig de ADN. 
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8. Composiciones vacunales segun la reivindicaci6n 7 caracterizadas porque 
uno de los vectores contiene un fragmento de ADN derivado del gen de 1338 pares de 
bases ID. SEC. No. 1) correspondiente a la proteina con actividad de cistein proteasa y 
otro vector contiene cualquier fragmento de ADN derivado del gen de 2061 pares de 

5 bases (ID. AAF04256.1) correspondiente con la proteina con actividad de adhesina. 

9. Composicion vacunal segun reivindicacion 8 caracterizada porque los vectores se 
encuentran en la mezcla en proporciones iguales y en un rango de concentracions entre 
30 |ig y 1000 |-ig del vector. 

10. Composici6n vacunal segun la reivindicacion 1 caracterizada porque comprende como 
10 principio activo un vector adecuado para la inmunizacion con ADN que contiene el gen 

de 1338 pares de bases (ID. AAF04255.1) correspondiente a la proteina con actividad de 
cistein proteasa y el gen de 2061 pares de bases (ID. AAF04256.1) correspondiente con 
la protema con actividad de adhesina, separados por una secuencia de genes no 
codificante de 188 pares de bases. 
15 11. Composicion vacunal segun la reivindicacion 10 caracterizada porque el vector se 

encuentra en un rango entre 5 |ig y 800 |ag. 

12. Composici6n vacunal segun la reivindicacion 1 caracterizada porque comprende como 
principio activo un vector vivo atenuado que expresa el producto del gen de 1338 pares 
de bases (ID. AAF04255.1) correspondiente a la proteina con actividad de cistein 

20 proteasa y el producto del gen de 2061 pares de bases (ID. AAF04256.1) correspondiente 

con la proteina con actividad de adhesina o fragmentos de los mismos. 

13. Composicion vacunal segun la reivindicacion 12 caracterizada porque el vector vivo 
atenuado se encuentra en un rango entre 20 jig y 100 \ig por dosis. 

14. Composicion vacunal segun la reivindicacion 13 caracterizada porque el vector vivo es 
25 seleccionado del grupo de Mycobacterium bovis BCG, Salmonella sp, Vaccinia, 

Adenovirus, Poliovirus, bacterias acido lacticas y levaduras. 

15. Composiciones vacunales segun reivindicaciones de la 1 a la 14 caracterizadas porque se 
administran por cualquiera de las vias seleccionadas del grupo consistente en via oral, 
intranasal, vaginal, rectal, intramuscular, subcutanea e intradermica . 

30 16. Uso de las composiciones vacunales de la 1 a la 15 para la profilaxis o tratamiento de la 

infection por Entamoeba histolytica. 



WO 2005/044300 PCT/CU2004/000013 

1/18 



Figura 1 



kb 



12 345 6 



WO 2005/044300 PCT7CU2004/000013 

2/18 



Figura 2 



1 2 3 4 5 6 



23130 
9416 
6557 
4361 



£ 

CD 

I 




f 



^ It; 




Mill 



- 2176 

- 1766 

— 1230 



WO 2005/044300 PCT/CU2004/000013 

3/18 



Figura 3 



co 

1 
i 

8 



1 2 3 



1766- 

1030- 
653- 



*>*Hi- ;:r- : -V '•• 



; r US' ■ 



s .. 



-600 pb 



WO 2005/044300 
Figura 4 



4/18 



PCT/CU2004/000013 




WO 2005/044300 
Figura 5 



5/18 



PCT/CU2004/000013 




WO 2005/044300 



6/18 



PCT/CU2004/000013 



J?igura 6 





WO 2005/044300 



Figura 7 



120 kDa 



7/18 



1 2 3 4 5 6 




1 T 



PCT/CU2004/000013 



202.0 

103.0 
67.5 



44.4 



WO 2005/044300 



PCT/CU2004/000013 



Figura8 

kDa 

202.0 

103.0 
67.5 

44.4 
29.1 



8/18 



1 2 3 



— 120 



WO 2005/044300 
Figura 9 



9/18 



PCT/CU2004/000013 



Cineticade larespuesta humoral. 
Inmunizacion con el plasmido pcQNA-EhadM12. 

A-Rel. 




□5 ug 
■ 50 ug 

□75 ug 
D1QQ ug 



preinmune 10 das 20 das 30cfas 40tfas 60cfas 



WO 2005/044300 



10/18 



PCT/CU2004/000013 



Figura 10 



Onetica de la respuesta Humoral 
Inmunizacion con el plasmido pcDNA-Ehcp112 

A492nm 




WO 2005/044300 
Figura 11 



11/18 



PCT/CU2004/000013 



Cinetica de la respuesta hum oral. 
Inmunizacion con los plasmidos pcDHA-Ehadh11 2 y 

pcDNA-Ehcpf 12 . 




preinrrtune 10 20 30 50 60 




WO 2005/044300 



Figura 12 



PCT/CU2004/000013 



12/18 



Respuesta Proliferate de Hamsters 
inurnzados pGDNI-Adh112 

GPM 

14000 



12000 
10000 
80.00 
6000 
4000 
2000 
0 



□Trot 
1x104. 



vector 5ug 50 ug 75 ug 1 0Oug « 

adh adh adh adh br ' u P 0S 



WO 2005/044300 
Figura 13 



13/18 



PCT/CU2004/000013 



BO00 
5000 
4000 
3000 
2000 
1 000 
0 ■ 



Respuesta Proliferative Hamsters 
Innminizados con p€DNA-Cp1 12 



1 



^Pi- 



vector 100mg. Cp 200 mg. Cp 
Grupos 



OTrof. 1*t04 



WO 2005/044300 
Figura 14 



14/18 



PCT/CU2004/000013 



CPM 



Respuesta P ro liferativ a de Hamsters. 
Inm unizados con pcDNA-Adh112 y pcDNA-Cp112 



700Q 




Vector 



50/5 0 pg 



Grupos 



5 



WO 2005/044300 



PCT/CU2004/000013 



Figura 15 



15/18 



In h ib ic id n d e la Adhesion de E r itr o c it o s Humanos a 
T rofo z o it o sdeHM1:IMSS 



^ do 
it) hlhlclbc 

a a 

70 

5 0 
4 0 
30 
2Q 
10 
O 



J** 



J* 



- 1 3 1 e I ! 5 i : 



Grupos 



WO 2005/044300 
Figura 16 



16/18 



PCT/CU2004/000013 




* 



WO 2005/044300 



Figura 17 



PCT/CU2004/000013 



17/18 



kDa 1 2 3 



200 - 

97.4 - 

68 " 

43 - 

29 - 



18.4 
14.3 



31 kDa 



WO 2005/044300 
Figura 18 



18/18 



PCT/CU2004/000013 



Res pu est a hmune Humoral de 
Hansters In munizados con la protefna 



A 432 rm 

1.^00 

1J3QQ 
OjHOO 
0-600 
Q.4G0 
0.200 
0.000 



EhAdh112 





•- vP • :: « ! :!}?.:: : - " • . s i' 










:pH<:;r 






^liillilll!;:.^;::: iili^Mi iiMft: 

iiiiiiiliiiir : ! N -n:nUHHKK;Hnr" r?n: n : : -'r:;rHHH^: 




;;ii?r :: ^ 


ilj 




: J: »! }), 






{jiji'l ; 


I 




il 












•ln! : ;! ; ■;}■■■ jiff ja* : v** : : *£V'^BJiiiiJ^B : .Ill .1,*: 




111;!]; 

ISi!^::[!!l!!i 








|3hl|iS&&S 




lilt 


S3 






1 — • 1 — 


■ i . — 1 








Ml: 



C&ftSgfiB CafTtoB Pg^^jHto F&SS* 




INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 

PCT/CU 2004/000013 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

CIP 7 A61K 39/002, C12N 15/30, C07K 14/44, A61P 33/04 
According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

CIP 7 A61K, C12N, C07K, A61P 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used) 



CIBEPAT, EPODOC, BIOSIS, HCAPLUS, GenPept, GOOGLE 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



X 



X 



PX 



GARCIA-RIVERA, G. et al. "Entamoeba histolytica: a novel 
cysteine protease and ahesin form the 112 kDa surface protein". 
MOLECULAR MICROBIOLOGY. 1999. Vol. 33, n° 3, 
pages 556-568, the whole document. 

GenPept, NCBI, National Institutes of Helth, Bethesda, MD, USA. 
N° de acceso & Locus AAF04255. 12.06.2000. abstract 

GenPept, NCBI, National Institutes of Helth, Bethesda, MD, USA. 
N° de acceso & Locus AAF04256. 12.06.2000. abstract 

MARTINEZ-LOPEZ, C. et al. "The EhADH112 recombinant 
polypeptide inhibits cell destruction and liver abscess formation by 
Entamoeba histolytica trophozoites". CELLULAR 
MICROBIOLOGY. 2004. Vol. 6, n° 4, pages 367-376, 
the whole document. 



1-16 



1-16 



1-16 



1-16 



I | Further documents are listed in the continuation of Box C. [^| See patent family annex. 



* Special categories of cited documents: 

"A" document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

"E" earlier document but published on or after the international filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or which is 

cited to establish the publication date of another citation or other 

special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other 
means 

**P" document published prior to the tntflnyrfinnfll filing date but later than 
the priority date claimed 



T later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but cited to understand 
the principle or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with one or more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 
(21.02.2005) 



Name and mailing address of the ISA/ 

S.P.T.O. 

Facsimile No. 



Date of mailing of the international search report 



2 2. 03. 2005 



Authorized officer 



Telephone No. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/CU 2004/000013 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This mtemauonalsearchreporthas not 17(2)(a) for the following reasons: 



Claims Nos.: 16 

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 
Although the claims relate to a method for treatment of the human or animal body, the 
search was carried out based on the effects of the composition. 



2. Q Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. I - ] ClaimsNos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims. 

2 . QjJ As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . r~ j As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
1 — 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest j ] The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



. IN.FORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL 


Sohciroa mternacionai n w 


A. CL ASMCACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD 
OP 7 A61K 39/002, C12N 15/30, C07K 14/44, A61P 33/04 

De acuerdo con la Clasificaci6n Mernacional de Patentes (CIP) o segun la clasificaci6n nacional y la C3P. 


B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BtTSQUEDA 


Documentation nunima buscada (sistema de clasificaci6n seguido de los simbolos de clasificacion) 
CIP 7 A6 IK, C 12N, C07K, A6 IP 


Otra documentaci6n consultada, ademas de la documentation minima, en la medida en que tales documentos foimen parte de los sectores 
comprendidos por la busqueda 


T^fl^M rip Hntn^ plpr+rrmira^ rrm^ii1tnria<5 Himmtp la Vmwiiprta intpmncvirmal (norrVhre de la base de datos V si es OOSlblc terminOS de 

busqueda utilizados) 

CIBEPAT, EPODOC, BIOSIS, HCAPLUS, GenPept, GOOGLE 


C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES 


Categoria* 


Documentos citados, con indicaci6n, si procede, de las partes relevantes 


Relevante para las 
reivindicaciones n° 


X 


GARCIA-RIVERA, G. et al. "Entamoeba histolytica: a novel 
cysteine protease and ahesin form the 112 kDa surface protein". 
MOLECULAR MICROBIOLOGY. 1999. Vol. 33, n° 3, paginas 
556-568, todo el documento. 


1-16 


X 


GenPept, NCBI, National Institutes of Helth, Bethesda, MD, USA. 
N° de acceso & Locus AAF04255. 12.06.2000. Resumen. 


1-16 


X 


GenPept, NCBI, National Institutes of Helth, Bethesda, MD, USA. 
N° de acceso & Locus AAF04256. 12.06.2000. Resumen. 


1-16 


PX 


MARTINEZ-LOPEZ, C. et al. "The EhADH112 recombinant 
polypeptide inhibits cell destruction and liver abscess formation by 
Entamoeba histolytica trophozoites". CELLULAR 
MICROBIOLOGY. 2004. Vol. 6, n° 4, paginas 367-376, todo el 
documento. 


1-16 


Q En la continuaci6n del recuadro C se relacionan otros documentos d Los documentos de familias de patentes se indican en el 

anexo 


* Categorias especiales de documentos citados: "T" 
"A" documento que define el estado general de la tecnica no considerado 

como parti cularmente relevante. 
"E" solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la fecha de 

presentation intemacional o en fecha posterior. 
"L M documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacidn de 

priori dad o que se cha para determinar la fecha de publication de otra 

cita o por una raz6n especial (como la indicada). 
"O" documento que se refiere a una divulgation oral, a una utilization, a 

una exposicidn o a cualquier otro medio. 
"P" documento publicado antes de la fecha de presentation intemacional 

pero con posterioridad a la fecha de priori dad reivindicada. 


documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de 
presentation intemacional o de prioridad que no pertenece al 
estado de la tecnica pertinente pero que se cita por permitir la 
compression del principio o teoria que constituye la base de la 
invenci6n. 

documento particularmente relevante; la invenci6n reivindicada no 
puede considerarse nueva o que implique una actividad inventiva 
por referenda al documento aisladamente considerado. 
documento particularmente relevante; la tnvenci6n reivindicada no 
puede considerarse que implique una actividad inventiva cuando el 
documento se asocia a otro u otros documentos de la misma 
naturaleza, cuya combinacidn resulta evidente para un experto en 
la materia. 

documento que forma parte de la misma familia de patentes. 


Fecha en que se ha concluido efectivamente la busqueda intemacional. 
2 1 Febrero 2005 (2 1 .02.2005) 


Fecha de expedici6n del informe de busqueda intemacional 

'22.03.2005 22 hAR2(lM 


Nombre y direcci6n postal de la Administraci6n encargada de la 
busqueda intemacional O.EPivl 

C/Panama 1, 28071 Madrid, Espana. 
N°defax34 91 3495304 


Funcionario autorizado 

M. Novoa Sanjurjo 

N° de teldfono + 34 91 3495552 



INFORME DE BUSQUEDA INTERN ACIONAL 



SoliCTCud intemacional n w 
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de busqueda (Continuation 
del punto 2 de la primera hoja) 

De confonnidad con el articulo 17(2)(a), algunas reivindicaciones no han podido ser objeto de busqueda por los siguientes motivos: 

1. 0 Las reivindicaciones n 05 : 16 

se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administraci6n no esta obligada a proceder a la busqueda, a saber 
aunque las reivindicaciones se refieren a un metodo de tratamiento aplicado directamente al cuerpo humano o 
animal, la busqueda se ha realizado en relation a los efectos de la composition. 



2. □ Las reivindicaciones n 05 : 

se refieren a elementos de la solicitud intemacional que no cumplen con los requisites establecidos, de tal modo que no pueda 
efectuarse una busqueda provechosa, concretamente: 



3. □ Las reivindicaciones n w : 

son reivindicaciones dependientes y no estan redactadas de confonnidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a). 



Recuadro m Observaciones cuando falta unidad de invention (Continuacion del punto 3 de la primera hoja) 



La Administracion encargada de la Busqueda Mernacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud intemacional, a saber 



1. □ Dado que todas las tasas adicionales han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de busqueda 

intemacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda. 

2. □ Dado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de busqueda pueden serlo sin un esfuerzo particular que justifique una 
tasa adicional, esta Administraci6n no ha invitado al pago de ninguna tasa de esta naturaleza 

3. □ Dado que tan solo una parte de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente 
informe de busqueda intemacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido satisfechas las 
tasas, concretamente las reivindicaciones n M : 

4. □ Ninguna de las tasas adicionales solicitadas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente 
informe de busqueda intemacional se limita a la invenci6n mencionada en primer tirmino en las reivindicaciones, cubierta por 
las reivindicaciones n 05 : 



Indication en cuanto a la protesta □ Las tasas adicionales han sido acompanadas de una protesta por parte del sohcitante. 

□ El pago de las tasas adicionales no ha sido acompanado de ningnn? protesta. 



Formulario PCT/ISA/210 (continuaci6n de la primera hoja (2)) (Enero 2004) 



